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(57) Abstract ^ / 

Polypeptide molecules containing at least 10 consecutive amino acids of the amino acid sequence representing antigen LSA-3 and 
shown in figure 2, with the exception of the polypeptides (I). 

(57) Abrege* 

Molecules polypeptidtques contenant au moins 10 amino acides consecutifs de la sequence d*acides amines repr6sentant I'antigene 
LSA-3 montree dans la figure 2, les polypeptides (I) Stant exclus. 
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MOLECULES POLYPEPTIDIQUES DE STADE PRE-ERYTHROCYTAIRE 
DU PALUDISME. 

Les parasites responsables du paludisme chez I'homme presenters 
5 chez I'hdte humain des morphologies differentes et expriment des 
antigesnes diff§rents en fonction de leur localisation dans I'organisme. Les 
differences morphologiques et antigeniques de ces parasites au cours de 
leurs cycles de vie chez I'homme, permettent de definir differents stades 
de developpement dans le foie et dans le sang : le sporozoi'te, forme 

10 infectieuse injectee par le moustique vecteur, se transforme rapidement en 
schizonte dans les hepatocytes de Ph6te pour infecter ensuite les 
erythrocytes. La localisation intra-hepatique de P.falciparum se traduit par 
1'expression d'un groupe d'antigenes specifiques de ce stade de 
developpement et tres immunogenes dans les condition naturelles 

15 d'exposition a la maladie. Cette phase, cliniquement silencieuse, est 
actuellement la seule contre laquelle on peut induire experimentalement 
chez Phomme une immunite tres forte, sterilisante, par injection de 
sporozoites irradies, capables de penetrer dans I'hepatocyte et de s'y 
developper, mais sans pouvoir aboutir au stade sanguin de la maladie. 

20 C'est pourquoi les inventeurs ont focalise Tessentiel de leurs efforts sur 
ces deux stades pre-6rythrocytaires. Mais ces stades sont egalement les 
plus delicats a 6tudier, et done les moins connus, puisque Tobtention de 
materiel biologique est difficile, voire impossible, que le seul modele 
d'etude in vitro possede un rendement tres faible et que le meilleur modele 

25 animal reste le chimpanze, d'utilisation limitee et on6reuse. 

Afin d'acceder aux antigenes des stades pr6-erythrocytaires ? les 
inventeurs ont utilise des serums d'individus residant en zone d'endemie 
depuis 25 ans mais sous prophylaxie permanente & la chlroroquine. Ces 
individus etaient r§gulierement soumis aux piqures de moustiques infectes 

30 mais ne developpaient aucune infection sanguine complete. Leur serum 
contenait done des anticorps essentiellement diriges contre les stades pre- 
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'rythrocytaires, ce qui tut vSrifie par Immuno-Fluoresc nee (IF) t Western 
Blotsurl s 3 stades du parasit . 

L'utilisation de ces serums pour le criblage d'une banque d'ADN 
g6nomique du clone parasitaire de P.falciparum . construite en vecteurs 
5 ^expression dans un phage lambda gt11 (V. Rosario, Science 212, 1981, 
p. 1037-1 038 ; et Thaithong et al, Transactions of Royal Society of Tropical 
Medicine and Hygien, 1984, 78 : 242-245) a conduit d la mise en Evidence 
de polypeptides du stade pr6-erythrocytaire, notamment les polypeptides 
SALSA (pour SporozoTte Liver Stage Antigen) decrits dans EP A-0407230 
io et le LSA 1 (pour Liver Stage Antigen) decrit dans WO 92/13884. La 
pr§sente invention est relative a de nouvelles molecules polypeptidiques 
spfecifiques du stade pre-6rythrocytaire et a leur utilisation a titre de 
principe actif de vaccin anti-palustre ou dans des methodes de diagnostics 
de la maladie. 

is L'invention resulte de la mise en evidence par les inventeurs des 

proprietes particulieres d'un antig&ne particulier appele LSA-3 et de ses 
fragments, qui apparaissent comme des candidats a fort potentiel pour 
realiser un vaccin anti-palustre et ceci pour les raisons suivantes : 

a) lorsque une fraction de LSA-3 etait utilisee en combinaison avec un 
20 autre antigene du m6me stade de dSveloppement du parasite, comme le 

LSA-1, pour immuniser des chimpanz6s, Tanimal repondant aux deux 
molecules ou uniquement a LSA-3 pr§sente la caracteristique de ne pas 
avoir de parasites dans le sang, d'avoir une diminution importante des 
parasites dans le foie, et de manifester un recrutement de cellules 
25 mononucl66es important indiquant une r§ponse en immunite cellulaire ; 

b) en zone d'end§mie t on observe une tres nette correlation entre la 
protection des individus contre les infections naturelles par sporozoTtes et 
leurs reponses en anticorps contre LSA-3 ; 

c) chez huit volontaires humains immunises par injection de sporozoTtes 
30 irradi6s, des anticorps diriges contre LSA-3 sont trouv6s chez chacun des 
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quatre individus resistant d une infection par sporozoTtes et chez aucun 
des quatre autres volontaires ayant dev lopp6 un infection sanguine ; 

d) des anticoips obtenus contre le peptide DG729 dans WO 92/13884 d§ja 
decrit donnent une reaction croisee avec les stades sporozoTtes et 

5 h§patiques du parasite murin P voelii ce qui permet une exploitation 
significative du modele souris. In vitro les anticorps humains immuno 
purifies sur DG729 sont capables, mSme a tres faibles concentrations, de 
bloquer la penetration des sporozoTtes de P voelii dans les h6patocytes 
murins. In vivo les souris immunises par DG729 sont totalement ou 

10 partiellement protegees contre les infections par les sporozoTtes 
de P.voelii : 

e) enfin, certains epitopes notamment dans leis parties non repetees de la 
molecule stimulent la secretion d'interferon y par les monocytes, ce 
mediateur permettant d'inhiber le developpement intra-hepatique du 

15 parasite (S. Mellouk et al t The Jour, of Imun. 139, 4192-4195, 1987). 

f) la sequence de la region de LSA-3 correspondant d un (lipo) peptide 
NR2 a 6t6 analys6e dans 27 echantillons : 4 souches de laboratoire 
(NF54, K1, Palo Alto, T9/96), 3 isolats malgaches, 3 isolats birmans, 
5 isolats bresiliens, 7 isolats ivoiriens et 5 isolats thaTs. Aucune mutation 

20 n'a ete observee sur les 300paires de bases analyses, soit 100% de 
conservation dans cette region immunologiquement importante contenant 
un ou plusieurs epitopes B, Th et CTL 

g) des informations sur la structure de I'antigene, et notamment d'un 
peptide RE, et plus particulierement sur la region r§p§t§e centrale d partir 

25 de laquelle le peptide RE a 6t6 congu et qui comporte un ou plusieurs 
epitopes B majeurs, ont ete obtenues a partir du Hydrophobic Cluster Plot 
de la sequence disponible dans le clone T9/96 (630 acides 
amines), (Gaboriot et al., (1987): Hydrophobic cluster analysis : an 
efficient new way to compare and analyse amino acide sequences, FEBS 

30 Letters, 224 : 149-155) ; cette methode predit une tres forte propension a 
Torganisation en helice-a. La region repetee prSsente une extraordinaire 
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regularity dans I'espacement des r6sidus de Valine et d'lsoleucine, 
alternant avec des residus acides ou de Proline. La disposition des 
groupements hydrophobes a la surface de cette helice evoque une bordure 
hydrophobe se decalant graduellement d'une face de I'hSlice a ('autre, 

5 suivant une orientation generale constante le long de la molecule, et 
probablement en relation avec une structure ou un empaquetage « coiied- 
coil » comme cela apparait dans la figure 4b qui represente le HCP 
(Hydrophobic Cluster Plot) de la sequence peptidique du clone DG729. 
h) apres avoir demontr6 qu'il existait une tres large gamme de reponses 

10 immunitaires a I'antigene LSA-3, nous avons analyst la capacity des 
cellules repondeuses a se localiser autour des parasites dans le foie. Chez 
les souris immunisees par les antigdnes recombinants, I'injection par voie 
intraportale de chacun des peptides absorbes sur des billes de polystyrene 
de 10pm permet de visualiser au bout de 48heures un afflux de 

15 lymphocytes autour de Tantig£ne (mimant le parasite), puis au 56me jour, 
un important recrutement de cellules appartenant a la Iign6e 
macrophagique. 

Toutes ces proprietes dont certaines seront demontrees en detail 
dans les experiences decrites plus loin montrent que I'antigene LSA-3 

20 presente a la fois une bonne antigenicity et une bonne immunogenicit6. 

Les inventeurs ont pu confirmer et prgciser la specificity des stades 
d'expression de la molecule ; au niveau des sporozoTtes, cette expression 
a ete confirmee par rimmunofluorescence en surface de plusieurs souches 
et isolats. En analyse par « Western Blot » (ou Immunoempreinte), la 

25 molecule LSA-3 apparait comme une proteine d'un poids moleculaire de 
200 000 daltons. Si les ARN messagers de sporozoTtes n'ont pu etre 
obtenus en quantite suffisante pour une analyse en « northern blot », des 
experiences de PCR inverse ont confirm6 ('expression de LSA-3 a ce 
stade. Au niveau des h§patocytes infectes, LSA-3 est observe dans la 

30 vacuole parasitophore du parasite par immunofluorescence a Taide 
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d'anticorps contre les regions repetees t non repetees de la proteine, 
ainsi qu'en microscopie Slectronique. 

Un fragment de LSA-3 denomme 729S ainsi que trois peptides 
denommes NRI et NRII inclus dans la partie non repelee, et 729 R inclus 
5 dans la partie repetee ont ete decrits dans la demande WO 92/13884. 
Neanmoins ce document n'evoque pas les proprietes particulieres 
mentionnees ci-dessus ni d'autres fragments de LSA-3 qui pourraient §tre 
soit plus longs soit plus courts, inclus ou combines avec ces fragments qui 
presenteraient des proprietes particulierement interessantes pour une 
10 utilisation dans des vaccins. 

L'invention a pour objet des molecules polypeptidiques contenant au 
moins dix acides amines consecutifs de la sequence d'acides amines 
montree dans la figure 2 et denommee SEQ ID n" 2, et representant LSA- 
3, les polypeptides suivants etant exclus : 

15 -RDELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHNVEE 

-VEESVEENDEESVEENVEENVENNDDGSVASSVEESIASSVDESIDSSIE- 

ENVAPTVEEIVAPTVEEIVAPSWEKCAPSVEESVAPSVEESVAEMLKER 
(729S) 

-RDELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHN 

- DELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQ, (NR I) 

- LEESQVNDDIFSNSLVKSVQQEQQHNV, (NR II) 

- VESVAPSVEESVAPSVEESVAENVEESV. (729 RE) 
D'autres molecules selon l'invention contiennent au moins 20 acides 

amines consecutifs ou au moins 50. 

L'ensemble de ces polypeptides et la molecule LSA-3 sont dans tout 
ce qui suit « polypeptides de l'invention ». 

Les resultats experimentaux et les comparaisons de sequence non 
repetees entre differents isolats de P.falciparum indiquent I'existence d'une 
homologie d'au moins 70% entre des antigenes equivalents du stade 
hepatique du parasite. Aussi toute molecule peptidique presentant au 
moins 70% d'homologi avec une quelconque des molecules deTinies ci- 
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dessus fait partie de I'invention, ainsi que celles presentant au 70% 
d'homologie avec la sequence suivante : 

Leu Leu Ser Asn lie Glu Glu Pro Lys Glu Asn He lie Asp Asn Leu Leu Asn 
Asn lle (CT1) 

5 comprise entre les acides amines 140-159 de K1 ou 23-42 du T9/96. 

De la meme fa$on font partie de I'invention les molecules polypeptidiques 
presentant au moins 70% d'homologie avec la sequence representee dans 
la figure 3 qui repr6sente une partie de LSA-3 dans T9/96 : 1'ADN de cette 
isolat de P.falciparum a 6t6 dig6r6 par des enzymes de restriction puis 
10 clone dans lambda gt1 1 et a ainsi permis de constituer la genotheque de 
cette isolat d§ja decrite plus haut. 

Des conjugues constitues d'un polypeptide issu de LSA-3 lie de 
fa?on covalente par un pont lysine a des residus lipidiques satures ou 
insatures font 6galement partie de ('invention, plus particulierement lorsque 
is le residu lipidique est un palmitoyl ou un palmityl ou un oleyl. Des residus 
en C16 ou C18 ont ainsi et6 couples par un pont lysine aux peptides NRI, 
NRII, 729 RE et CT1 deja represents ci-dessus. La m§thode de synthase 
utilis6e pour ces conjugues est decrite dans Bourgault, Journal of 
Immunology, 149, 3416 (1992) et Rouaix, Vaccine, 12, 1209 (1994). 

L'invention porte egalement sur des compositions immunogenes 
contenant au moins une molecule polypeptidique ou un conjugue decrits 
ci-dessus, ainsi que sur les vaccins contenant ces compositions 
immunogenes. D'autres epitopes immunogdnes notamment LSA-1, SALSA, 
STARP ont deja ete decrits dans EP A-0407230 et dans WO 92/13884 Les 
compositions de vaccin selon I'invention peuvent contenir de fa?on 
avantageuse un melange de peptides immunogenes issus de LSA-3 et des 
peptides ou antigenes issus de LSA-1, SALSA ou STARP ; un melange 
plus particulierement interessant pourrait §tre celui constitu6 d'une part de 
NRI, NRII ou de LSA-3 entier, couples ou non a un r6sidu lipidique, et 
d'autre part des peptides SALSA-1 ou SALSA2 ou I'antigfene SALSA 
couple ou non a un residu lipidique. 
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Toutes les molecules polypeptidiques r6pondant k la definition ci- 
d ssus et presentant au moins 70% d'homologi avec les polypeptides 
LSA-3, CT1, NRI, NRII ou 729RE, peuvent etre combinees de fa?on 
homologue ou het6rologue avec d'autres sequences peptidiques ou issues 

5 d'un autre antigfcne des differents stades de P.falciparum , 

Par 70 % d'homologie des sequences, il est bien entendu qu'il s'agit 
d'une homologie de sequences par rapport a Tun quelconque des isolats 
dont la sequence est connue ou susceptible d'etre connue, et non pas 
globalement entre I'ensemble des isolats. En effet, la region r§p6t6e 

10 centrale de LSA-3 (bloc 2 de la figure 4) presente un nombre variable de 
sequences repetees responsables d'une variability d'un isolat a I'autre 
comme I'indique d'ailleurs la representation de la figure 4 dans laquelle la 
difference de longueur entre les parties repetees du bloc 2 des isolats 
T9/96 et K1 est flagrante bien que les tetrapeptides qui constituent cette 

15 region repetee (VEES, VEEN, VEEI, VAPS, VAPT, etc..) soient trfes bien 
conserves. En revanche, les sequences repetees du bloc 1 sont 
parfaitement conservees entre les deux isolats. Aussi compte tenu de la 
variability intrinseque de ce bloc 2 d'un isolat a Tautre, la definition 70 % 
d'homologie s'entend pour I'antigene LSA-3 des differents isolats a 

20 Texclusion des s§quences r6p6t6es du bloc 2. 

Uinvention porte 6galement sur les anticorps polyclonaux ou 
monoclonaux qui reconnaissent specifiquement les molecules 
polypeptidiques de Invention. 

Ces molecules de Tinvention peuvent etre utilisees pour la mise en 

25 oeuvre de methodes de diagnostic et la fabrication de trousses permettant 
de detecter Texistence de I'infection par P.falciparum ; cette m£thode peut 
etre soit un dosage d'anticorps sp6cifiques circulant par la mise en oeuvre 
de methodes serologiques classiques par mise en contact d'un des 
antigenes ci-dessus avec un fluide biologique de Tindividu en question, 

30 soit des methodes de dosages d'antigenes en utilisant des anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux obtenus par des methodes classiques 
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d'obtention de tels anticorps par les antigSnes correspondants. Dans les 

coffrets ou kits des diagnostics de l'invention, les rSactifs permettant la 

detection des complexes antigenes/anticorps produits, pouvant egalement 

porter un marqueur ou etre susceptibles d'etre reconnus a leur tour par un 
5 reactif marquS sont presents. Selon que I'on souhaite realiser un test 

antigSne ou un test sSrologique, le kit comprend soit les anticorps soit les 

antigenes de l'invention. 

L'invention porte egalement sur toutes les sSquences de 

nucleotides codant pour un polypeptide de l'invention ainsi que sur tout 
10 acide nucleique recombinant contenant au moins une sequence de 

nucleotides de 1'invention, insSrSe dans un acide nucleique hStSrologue vis 

a vis de ladite sSquence de nucleotides. 

Font partie de l'invention les sequences d'acides nuclSiques codant 

pour LSA-3 ou ses fragments immunogSnes et repondant a Tune des 
is definitions suivantes : 

(a) I'enchainement de nucleotides tel que represents dans SEQ ID n° 1 de 
la figure 1, ou 

(b) I'enchainement de nucleotides represents dans SEQ ID n° 2 de la 
figure 2 ( 

20 (c) un enchamement presentant au moins 70% d'homologie avec celui de 
la figure 1 , ou de la figure 2 ou, 

(d) un enchainement de nucleotides compl6mentaires a ceux presentes en 
(a), (b) ou (c). 

Par codant pour LSA-3, on entend tant le gene represents dans SEQ 
25 ID n° 1 de la figure 1 que le cDNA represents dans SEQ ID n° 2 de la 
figure 2. 

L'invention concerne plus particuliSrement un acide nuclSique 
recombinant, dans lequel la sSquence de nuclSotides de Tinvention est 
prScedee tfun promoteur (notamment un promoteur inductible) sous le 
30 contrdle duquel la transaiption de ladite sSquence est susceptible d'etre 
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effective et, le cas 6ch6ant, suivie d'une sequence codant pour des 
signaux de terminaison de la transcription. 

Uinvention porte egalement sur la sequence codante issue du clone 
T9/96, represents sur la figure 3 par la SEQ ID n° 3. 
5 Dans cette sequence, le fragment CT1 est compris en le nucleotide 

67 et 126, et la fragment 679 comment au nucleotide 206 et le fragment 
729 RE est compris entre les nucl6otides 547 et 630. 

invention porte enfin sur tout vecteur recombinant, utilis6 en 
particulier pour le clonage d'une s6quence nucteotidique de I'invention, 
10 et/ou pour I'expressipn du polypeptide code par cette s6quence, et 
caracterise en ce qu'il contient un acide nucleique recombinant, tel que 
d§fini ci-dessus, en Tun de ses sites non esserttiel pour sa replication. 

A titre d'exemple de vecteur sus-mentionne, on citera les plasmides, 
les cosmides, les phages ou les virus, 
is A ce titre, I'invention concerne plus particulierement le plasmide pK 

1.2. depos§ a la CNCM sous le n°M573. 

Uinvention a egalement pour objet un precede de preparation d'un 
polypeptide de I'invention, par transformation d'un hote celiulaire a I'aide 
d'un vecteur recombinant de type sus-indique, suivie de la mise en culture 
20 de I'hote celiulaire ainsi transform^, et de la recuperation du polypeptide 
dans le milieu de culture. 

Ainsi, I'invention concerne tout hote celiulaire transforme par un 
vecteur recombinant tel que defini ci-dessus, et comprenant les Elements 
de regulation permettant I'expression de la sequence de nucleotides 
25 codant pour un polypeptide selon I'invention. 

Uinvention porte de m§me sur des amorces d'ADN (ou d'ARN) 
utilisables dans le cadre de la synthese de sequences nucl6otidiques et/ou 
polypeptidiques de I'invention, par la technique du PCR (Polymerase 
Chain Reaction) ou toute autre methode aujourd'hui connue pour amplifier 
30 les acides nucleiques telles la LCR,.CPR, ERA, SPA, NASBA, etc... 
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L' invention concerne toute amorce cTADN ou d'ARN, caracterisee en 
ce qu'elle est constitute d'environ 10 a 25 nucl'otides, identiques ou 
compl6mentaires aux 10 a 25 premiers nucl6otides de la sequence de 
nucleotides codant pour une sequence peptidique selon I'invention ou 
5 identiques aux 10 £ 25 derniers nucleotides de ladite sequence. 

Ainsi la presente invention porte 6galement sur un procede de 
preparation d'un polypeptide de invention comprenant les etapes 
suivantes : 

- le cas echeant, ('amplification pr6alable par des techniques classiques de 
10 la quantite de sequences de nucleotides codant pour ledit polypeptide d 

Taide de deux amorces d'ADN choisies de maniere appropriee, 

- la mise en culture, dans un milieu de culture approprie, d'un hote 
cellulaire prealablement transform^ par un vecteur contenant un acide 
nucleique selon I'invention comprenant la s6quence nucteotidique codant 

is pour ledit polypeptide, et 

- la recuperation, a partir du susdit milieu de culture du polypeptide produit 
par ledit h6te cellulaire transform^. 

A titre d'exemple d'amorces d'ADN ou d'ARN selon Tinvention, on 
citera les couples de sequences suivants : 
20 S1 : GTGATGAAC I 1 1 I I AATG AATTATTAAA (SEQ ID n° 4) 
S2 : TGTTGTTCTTGTTGAACAC I I 1 1 IACTAA (SEQ ID n° 5) 
dont les positions respectives sur le gene LSA-3/K1 repr6sente sur la 
figure 1 sont de 695 a 722 et de 829 a 799 (en lecture inverse), ou le 
couple : 

25 6.1 : GGTATCGAAACTGAGGAAATAAAGG (SEQ ID n° 6) 
6.2 : CATAGCAGGAACATCAACATCCAC (SEQ ID n° 7) 
dont les positions respectives sont 2668 a 2692 pour 6.1. et 3456 a 3433 
pour 6.2. (lecture inverse). 

Les informations sur les sequences ID n°4, ID n°5 ( ID n°6 et 

30 ID n° 7 sont d§taill6es a la fin de la description. 
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Les peptides de 1'invention peuvent egalement *tre prepares par I s 
techniques classiques de la synthese de peptides. Cette synthase peut 
etre r6alisee en solution homogene ou en phase solide. Par exemple, on 
aura recours a la technique de synthese en solution homogene decrit par 
5 HOUBENWEYL dans I'ouvrage intitule « Meuthode der Organischen 
Chemie » (Methode de la Chimie Organique edite par E. Wunsch, vol. 15-1 
et II. THIEME, Stuttgart 1974 ou celle decrite par R..D. MERRIFIELD dans 
Particle intitule « Solid phase peptide synthesis » (J. Am. Chem. Soc M 45, 
2149-2154). 

10 (-'invention porte egalement sur les oligomeres hydrosolubles des 

peptides monomeres sus-indiques. 

L'oligomerisation peut provoquer un accroissement de 

Timmunogenicite des peptides monomeres selon I'invention. Sans qu'une 

telle indication chiffree puisse etre consideree comme limitative, on 
15 mentionnera n6anmoins que ces oligomeres peuvent, par exemple, 

contenir de 2 a 10 unites monomeres. 

On peut avoir recours, pour realiser Toligomerisation, a toute 

technique de polymerisation couramment utilisee dans le domaine des 

peptides, cette polymerisation etant conduite jusqu'a Tobtention d'un 
20 oligomere ou polymere contenant le nombre de motifs monomeres requis 

pour ('acquisition de l'immunog6nicit6 desir£e. 

Une methode d'oligomerisation ou de polymerisation du monomere 

consiste dans la reaction de celui-ci avec un agent de reticulation tel que 

le glutaraldehyde. 

25 On peut Egalement avoir recours a d'autres methodes 

d'oligomerisation ou de couplage, par exemple a celle mettant en jeu des 
couplages successifs d'unites monomeres, par I'intermediaire de leurs 
fonctions terminates carboxyle et amine en presence d'agents de couplage 
homo- ou hetero-bifonctionnels. 

30 L'invention concerne encore les conjugues obtenus par couplage 

covalent des peptides selon l'invention (ou des susdits oligomeres) a des 
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molecules porteuses permettant notamment d'argumenter rimmunog6nicit6 
(naturelles ou synthetiques), physiologiquement acceptables et non 
toxiques, par I'intermediaire de groupements r6actifs compl6mentaires 
respectivement portes par la molecule porteuse et le peptide. A titre 

5 d'exemple de molecules porteuses ou supports macromoleculaires entrant 
dans la constitution des conjuguSs selon I'invention, on mentionnera des 
prolines naturelles, telles que I'anatoxine tetanique, I'ovalbumine, des 
serums albumines, des h§mocyamines, le PPD de la tuberculine (PPD : 
« Purified Protein Derivative »), etc... 

io A titre de supports macromoteculaires synth6tiques, mon 

mentionnera par exemple des polylysines ou des poly(D-L-alanine)-poly(L- 
lysine). 

A titre de supports hydrocarbones ou lipidiques, on mentionnera les 
acides gras, satures ou insatur£s, et preferentiellement ceux en C16 ou 
15 C18 de type oleyl ou palmitoleyl. 

Enfin et sans etre limitatifs, les antigfenes ou peptides selon 
I'invention peuvent etre couples a des supports classiques ou adsorbees 
sur de tels supports notamment des microspheres ou billes de latex ou de 
polystyrene, ou incorpores dans des particules Ty1. 
20 Pour synth6tiser les conjugues selon Tinvention, on peut avoir 

recours a des proc6d§s connus en soi, tels que celui decrit par Frantz et 
Robertson dans Infect, and Immunity, 33, 193-198 (1981), ou celui decrit 
dans Applied and Environmental Microbiology, (octobre 1981), vol. 42, n° 
4, 611-614 par P.E. Kauffman en utilisant le peptide et la molecule 
25 porteuse appropriee. 

Les acides nucleiques de I'invention peuvent etre prepares soit par 
un proc6d§ chimique, soit par d'autres procedes. 

Un mode de preparation approprie des acides nucleiques 
comportant au maximum 200 nucleotides (ou 200 pb, lorsqu'il s'agit 
30 decides nucleiques bicatenaires) de I'invention comprend les §tapes 
suivantes : 
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- la synthese d'ADN n utilisant la methode automatisee des p- 
cyanethylphosphorarnidite decrite dans Bioorganic Chemistry 4; 274-325 
(1986), 

- le clonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans un vecteur 
5 approprie et la recuperation de I'acide nucleique par hybridation avec une 

sonde appropriee. 

Un mode de preparation, par voie chimique, d'acides nucleiques de 
longueur superieure a 200 nucleotides a deja ete ete decrit dans WO 
92/13884. 

10 L'invention concerne egalement des trousses de diagnostic qui 

comportent une ou plusieurs amorces tfamplification specifiques du gene 
LSA-3 et permettant de d§tecter la presence du g6ne ou du mRNA chez un 
individu susceptible d'etre infecte par P.falciparum . 

L'invention porte aussi sur des compositions pharmaceutiques ou 

15 vaccinates dans lesquelles Tun au moins des produits selon l'invention se 
trouve associe a des excipients pharmaceutiquement acceptables, solides 
ou liquides, adaptes a la construction de formes oraies, oculaires ou 
nasales, ou des excipients adaptes a la construction des formes 
d'administration rectale, ou encore avec des excipients g6latineux pour 

20 1'administration vaginale. Elle concerne aussi des compositions liquides 
isotoniques contenant Tun au moins des conjugues selon l'invention, 
adaptees a 1'administration sur les muqueuses, notamment oculaires ou 
nasales ou pulmonaires. 

Avantageusement, les compositions vaccinates selon l'invention 

25 contiennent en outre un v6hicule, tel que la polyvinylpyrrolidone, facilitant 
1'administration du vaccin. A la place de la polyvinylpyrrolidone, on peut 
utiliser tout autre type d'adjuvant au sens classique que Ton donnait 
autrefois a cette expression, c'est-a-dire d'une substance permettant 
Tabsorption plus aisee d'un medicament ou facilitant son action dans 

30 I'organisme. A titre d'exemples d'autres adjuvants de ce dernier type, on 
mentionnera encore la carboxymfethyl-cellulose, les hydroxydes et 
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phosphates d'aluminium, la saponine ou tous autres adjuvants de ce type, 
bien connus de I'homme de Tart. Enfin, elles contiennent si besoin un 
adjuvant immunologique, notamment du type muramylpeptide. 

invention concerne aussi des compositions pharmaceutiques 
5 contenant £ titre de substance active Tun au moins des anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux definis prec6demment en association avec 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

^invention porte enfin sur une m6thode d'immunisation d'un individu 
susceptible d'etre infecte par P. falciparum par injection d'une molecule 

10 peptidique ou d'un oligomere tel que decrit pr6c6demment, seul ou en 
association avec d'autres types de molecules susceptibles de proteger 
ledit individu contre une infection ulterieure, la molecule polypeptidique ou 
antigenique ou les lipopeptides naturels ou recombinants sont, soit utilises 
seuls, soit adsorb^s ou couples a des microspheres ou billes de latex ou 

is de polystyrene. 

Des caract§ristiques supplementaires de invention apparaitront 
encore dans les exemples illustr§s des figures qui suivent et montrent les 
caracteristiques particuliferes des molecules de I'invention par rapport a 
d'autres antigenes du stade pre-6rythrocytaire du parasite. 

20 La figure 1 represente la sequence ID n° 1 d'ADN genomique de 

6152 paires de bases du gene LSA-3, elle est issue du clone K1.2 lui- 
mdme issu d'un isolat thaflandais. 

La figure 2 represente la sequence ID n° 2 du cDNA et la sequence 
polypeptidique de I'antigene LSA-3. La sequence de DNA represente 5361 

25 paires de bases. 

La figure 3 repr6sente la s6quence ID n° 3 de la partie s§quencee 
dans le clone parasitaire T9/96 (1890 paires de bases), la ligne du haut 
etant la sequence nucleotidique et la ligne du bas la sequence peptidique. 
Dans ce clone, la sequence CT1 est comprise entre les nucleotides 67 et 

30 126, le fragment DG 679 proprement dit commenpant au nucleotide 207. 
Le fragment 729 RE est compris entre les nucleotides 547 1 629. 
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La figure 4a represente schematiquement les positionnements 
relatifs des sequences repetees et non rep§tees, des introns et des exons 
dans les soiiches K1 et T9/96, les clones 679 et 729 6tant issus de ce 
dernier. 

5 La figure 4b represente le HCP (Hydrophobic Cluster Plot) de la 

sequence peptidique du clone DG729. 

La figure 5 represente les quantity d'immunoglobulines produites 

dans le serum de chimpanze Nuria avant et apres I'immunisation par 

differents peptides de LSA-3. 
10 La figure 6 indique le titre en anticorps specifique de differentes 

espdces de souris immunisees soit avec un peptide soit avec un 

lipopeptide correspondant. 

La figure 7 montre Pinhibition de I'invasion des cellules hepatiques 

par les sporozoites par des scrums hyper-immuns obtenus aprds 
15 immunisation par differents peptides immuno-purifies contre du LSA-3 

entier. 

La figure 8 represente la comparison d'un antigene issu de LSA-3 
avec deux autres antigenes sur I'immunite de type T. 

La figure 9 represente I'induction de I'interferon-? chez les 
20 chimpanzes Gerda et Dirk par les peptides issus de la molecule LSA-3. 

La figure 10 represente les resultats de lymphoproliferation des 
PBMC d'un individu protege par injection de sporozoites irradies contre 
des peptides issus des antigenes LSA-1 et LSA-3. 

Exemple 1 : Clonaqe et s6quencaae du aene LSA-3 
25 1)sequen$age 

Le criblage initial de la genotheque provenant du clone parasitaire T9/96 
avec le serum d'un missionnaire soigne de fapon continue en prophylaxie 
nous a permis d'isoler 120 clones correspondant a des molecules 
exprimSes au stade sporozoTque et/ou h6patique du cycle de P.falciparum. 
30 Le clone 729S a 6t6 utilis6 comme sonde pour cribler une banque 
genomique de la souche K1 thallandaise deja citee plus haut qui contient 
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de grands fragment Eco R1 clones dans le phage lambda gt10. Un insert 
de 6,85 kilobases contenant le gene entier a ete purifie de cette 
genotheque et redone dans un plasmide pUC18 pour sequencage et 
caracterisation. Chez P.falciparum dont le genome est tres riche en base A 
5 :T (80%), cette approche est souvent rendue difficile par la rarete des sites 
de restriction utilisables et par I'instabilite ou m§me I'impossibilite de doner 
certains fragments lorsqu'ils sont inse>§s en vecteurs plasmidiques. 

La structure du gene est representee dans la figure 4 et presente 
les caracteristiques suivantes : 
10 a) un mini exon 1 codant a son extremite 3' pour un peptide signal 
hydrophobe ; 

b) un court intron (168 paires de bases) inclus entre des sites consensus 
de donneurs et accepteurs de splicing ; 

c) un deuxieme exon de cinq kilobases qui code pour une region organisee 
15 de 1,8 kilobases et compose d'un arrangement de 7 blocs de 4 amino 

acides, et d'une region hydrophobe en 3' qui pourrait correspondre a un 
encrage du type glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI). 

Une investigation detaillee du polymorphisms du LSA-3 a ete 
realisee en sequencant le clone 679 qui contient I'essentiel des sequences 
20 repetees du gene LSA-3 et une portion de 1 kilobase de la fraction non 
repetee en 3', la sequence de ce fragment etant representee dans la 
figure 3 entre les nucleotides 207 et 1 890. 

Les repetitions de la souche K1 sont les suivantes : 
Bloc 1 : (aa223) VEEK VEES VEEN DEES VEEN VEEN VEEN DDGS 
25 VASS VEES IASS VDES IDSS IEEN (aa278) 

Bloc 2 : (aa279) VAPT VEEIVAPS WESVAPS VEESVEEN 
VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN 
VEEIVAPT VEEIVAPT VEEIVAPS WESVAPS VEESVEEN 
30 VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN 
VEEIVAPT VEEIVAPT VEEIVAPS WESVAPS VEESVEEN 
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VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN 
VEESVAEN VEESVAEN 

VEEIVAPT VEEIVAPT VEEIVAPS WESVAPS VEESVEEN 

VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN 
5 VEEIVAPT VEEIVAPT VEEIVAPS WESVAPS VEESVEEN 

VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN 

VEEIVAPT VEEIVAPT VEEIVAPS WESVAPS VEESVEEN 

VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN 

VEEIVAPT VEEIVAPT VEEIVAPS WESVAPS VEESVEEN 
10 VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN 

VEESVAPT VEEIVAPS VEESVAPS VEESVAEN (aa818) 

Bloc 3 : 

(aa1537)DEDI EEDV EEDI EEDI EEDK VEDI DEDI DEDI GEDK DEVI 
15 (aa1576) 

Les repetitions dans le clone T9/96 telles que determinees dans la 
demande de brevet n° FR 9101286 du 05 fevrier 1991, sont les suivantes : 
Bloc 1 : VEEK VEES VEEN DEES VEEN VEEN VEEN DDGS VASS VEES 
IASS VDES IDSS IEEN 

20 

Bloc 2 : VAPT VEEIVAPT VEEIVAPS WESVAPS VEESVAPS 

VEESVAEN VEESVAEN 

VEEIVAPS 

VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN 
25 VEEIVAPT VEESVAPT VEEIVAPT VEESVAPT VEEIWPS VEESVAPS 
VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN VEESVAEN 
VEEIVAPS VEEIVAPT 
VEESVAEN 

L'exon 2 du gene LSA3 comporte 2 regions repetees pouvant etre 
30 decomposees en 3 blocs comme indique sur la figure 4 : 

- le bloc 1, codant pour un enchalnement de 14 tetrapeptides. Ce bloc est 
conserve a 100% en acides amines et en acides nucleiques entre T9/96 et 
K1 . Seuls les tetrapeptides VEES et VEEN sont retrouves dans le bloc 2. 

- le bloc 2 code, dans K1, pour 127 tetrapeptides correspondant a 
35 I'enchatnement de differents octapeptides, eux-memes formes par 
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combinaison de 2 des 7 tetrapeptides ou motifs de base (VEES, WES, 
VEEN, VEEI, VAEN, VAPS, VAPT). Le nombre de repetitions et 
I'arrangement de ces octapeptides varient selon les motifs et semblent etre 
sp6cifiques du clone K1.2. En effet, dans le clone T9/96, le bloc 2 (53 
5 tetrapeptides) correspond egalement a I'enchaTnement d'octapeptides 
formes a partir des 7 m§mes tetrapeptides de base (et d'un 86me motif 
WPS n'existant pas dans K1), mais avec un nombre et un arrangement 
differents de ces repetitions. 

- le bloc 3 est constitue de Tenchainement de 10 tetrapeptides d6g6ner6s 
10 et differents de ceux des blocs 1 et 2. Ce bloc a 6te sequence uniquement 

dans la souche K1. Cependant, des r6sultats preiiminaires obtenus par 

PCR avec le clone T9/96 et plusieurs autres souches de laboratoire 

indiquent qu'il n'existe pas de polymorphisme de taille dans cette region. 
Les regions non-repetees de I'exon 2 sont particuliferement bien 
is conserv6es. En effet, la comparison de sequence entre T9/96 et K1 a pu 

etre faite sur 315 bp en 5 1 du bloc 1 et sur 763 bp en 3' du bloc 2. 

L'homologie est de 99,4% en acides nucl6iques et 98,6% en acides 

amines. 

La comparison des sequences du clone 679 issu du clone de 
20 P.falciparum T9/96, et de la sequence correspondante du LSA-3 issue de 
I'isolat K1 montre que le gene est bien conserve, les differences les plus 
notables etant observees dans la region repetee oCi les blocs de 4 amino 
acides sont bien conserves mais varient dans leur nombre et leur 
organisation. 

25 Au contraire les parties 5' et 3' non repetees apparaissent comme 

particulierement bien conservees montrant jusqu'a 100% d'homologie dans 
la region 5 1 ou des epitopes B et T ont 6€$ 6te identifies. 

Des amplifications d'ADN, notamment par PCR de differentes 
souches de P.falciparum avec 8 paires d'amorces reparties sur Tensemble 

30 du gene LSA-3 ont montre que, excepte avec celles entourant les regions 
repetees, tout le genome donne des produits PCR de taille similaire ce qui 
suggere que Tantigene LSA-3 est bien conserve. 
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Diverse sondes LSA-3, choisies dans les regions r§p§t6es et non 
repetees, ont ete hybridees a faible stringence avec les ADN de differentes 
espdces de Plasmodium et n'ont permis d'identifier aucun gene 
homologue d LSA-3, sauf chez le parasite de chimpanze P.reichenowi . ce 
5 qui confirme la proche parents de cette espece avec P.falciparum . 

De fapon surprenante, I'antigfene analogue a LSA-3 trouvS dans P. 
voelii . qui donne clairement des reactions immunologiques croisees a la 
surface du sporozoTte avec des anticorps contre le fragment 729S, ne 
semble pas etre conserve au niveau de la s6quence nucl6otidique. Enfin la 
10 comparaison des sequences LSA-3 avec les bases de donnees n'a revele 
aucune homologie avec des molecules connues, a I'exception de la region 
repet§e dont certains motifs presentent une forte analogie avec les 
repetitions d'un gene de Staphilococus xylosis, mais aussi avec deux 
antigenes de P.falciparum . RESA et Pf11.1, tous deux exprim§s au cours 
15 du stade sanguin du parasite. Cette homologie est essentiellement due d 
la richesse en sequences « glu-glu » de ces antigenes et des repetitions 
de LSA-3. 

2) Clonage : 

L'insert DG729 et d'autres regions de Texon 2 de la souche K1 ont 
20 6te clones dans un vecteur d'expression procaryotique pGEX, vecteur 
commercialise par la societe In Vitrogene Corp (San Diego USA). Ce 
vecteur produit une proteine de fusion avec la glutathion -S-transferase 
(GST) de Schistosoma mansoni et permet une purification facile des 
prot6ines recombinantes par affinity du billes de glutathion-agarose. Les 
25 peptides d'expression d partir de ces vecteurs sont nomm§s : 

- pour la proteine LSA-3 enttere : proline REC, 

- ou pour le fragment 729S : 729PGEX. 

Les tentatives de clonage d'autres fragments notamment le fragment 
1-5 3NSREP. 3NFREP, 5NR ( et 5SNREP ont pose des difficultes 
30 concernant soit le clonage soit la production et la purification des prolines 
en quantite suffisante pour des experiences d'immunisation. 
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Seuls les fragments 729, NN et 3PC ont permis de produire et de 
purifier des polypeptides recombinants correspondants en quantite 
suffisante pour ('analyse de I'antigenicite de la molecule. 

Exemple 2: Protection de chimoanzes immunises centre des 
5 injections d'epreuve a faible ou forte dose ; 

2.1 . Un chimpanze Dirk prealablement immunise par une fraction de 
LSA-3 en combinaison avec un autre antig£ne du mfeme stade de 
developpement du parasite, et pr§sentant les effets droits plus haut au 
point a), a 6te re-immunis§ quelques annees plus tard par des peptides et 

10 des proteines recombinantes correspondant a la meme combinaison 
d'antigenes. De nouveau, ce chimpanze s'avere protege contre une 
infection d'epreuve a faible dose (2.10 4 sporozoites) puis une infection 
d'epreuve a forte dose (5.10 6 sporozoites). Comme au cours du premier 
challenge, on observe une reduction importante du nombre de schizontes 

is d§tect6s dans le foie apres le challenge a forte dose ainsi qu'un infiltrat 
lympho-monocytaire autour des rares schizontes d6tectables (temoin d'une 
defense locale). 

2.2. Protection partielle du chimpanze Gerda : un autre chimpanze a 
ete immunise uniquement par I'antigene LSA-3 (animal decrit dans les 

20 exemples 7 et 8 ci-apres) f a savoir le lipopeptide NR2 puis les proteines 
recombinantes (GST-729, GST-NN, GST-3PC) qui couvrent a elles trois 
95 % de la molecule LSA-3 et adsorb§es sur microspheres de latex. Cet 
animal s'avere etre partiellement protege contre une infection d'epreuve a 
forte dose (8.10 6 sporozoites) puisqu'il presente une tres faible parasitemie 

25 sanguine et une reduction de 90 % du nombre de schizontes hepatiques 
par rapport au contrdle suite a I'infection d'epreuve. 

2.3 Protection partielle du chimpanz6 Nuria : un chimpanz6 
immunise par une fraction de I'antigdne LSA-3 seul, 3 savoir une 
combinaison de peptides, de lipopeptides puis de proteines recombinantes 

30 correspondant a 95% de la molecule LSA-3 et emulsifiees dans le 
Montanide ISA-51 (SEPPIC ( 75Quai d'Orsay, France), s'avere etre 
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partiellement protege contre une inf ction d'6preuve a close moy nne 
(1.10 s sporozoit s). En effet, cet animal pr6sente un retard significatif de 
Tapparition des parasites dans le sang par rapport d 4 temoins 
(chimpanz§s immunises par les antigenes pr§-erythrocytaires LSA-1, 
5 SALSA ou STARP, et 1 animal temoin non immunise), une parasitemie 
sanguine maxima plus faible et une chute de parasitemie plus rapide 
(24 heures au lieu de 3 jours), r6sultats qui traduisent une forte reduction 
du nombre de formes h6patiques induites chez cet animal par Tinfection 
d'6preuve et en accord avec les resultats obtenus chez Gerda. Dans ce 

10 cas, I'examen des formes h6patiques n'a pas ete realise. 

2.4 Immunogenic^ B. T chez les chimpanz6s Demi. Karlien et 
iris :Trois chimpanzes immunises par les peptides LSA-3-NR1 et -RE et les 
lipopeptides -NR2 et -CT1 , ainsi que par des peptides correspondant, pour 
chaque animal, a un autre antigene pre-§rythrocytaire (LSA-1, SALSA ou 

is STARP) presentent tous les 3 : 

- des r6ponses humorales elevees contre les epitopes B presents sur les 
peptides NR1, NR2 et RE. Les anticorps reconnaissent non seulement les 
peptides et les recombinants mais sont aussi fortement positifs sur les 
molecules natives du parasite, ce qui est apprecie par 

20 immunofluorescence sur les sporozoites et les stades hepatiques de 
Plasrnosdium falciparum (mais negatifs vis-a-vis des stades 
erythrocytaires) ; 

- des reponses lymphoproliferatives 6lev§es et specifiques contre les 
4 peptides LSA-3 ainsi que les epitopes T natifs presents d la surface des 

25 sporozoites de Plasmodium falciparum et de Plasmodium voelii . chez 
lequel LSA-3 possede un homologue (non encore caracterise). 
Les r6ponses B et T vis-a-vis des antigenes natifs sont un point important 
car : 

a) elles prouvent la bonne representative des molecules synthetiques ; 
30 b) elles signifient qu'au moment de Tinfection, il y a de bonnes chances 
d'obtenir une reponse secondaire anamnestique ; c'est de fait ce qui a ete 
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observ' chez le chimpanze Nuria au moment du challenge. L'importance 
de cette observation est confortee par le fait que la meme reponse 
secondare n'a pas ete obtenue vis-a-vis des autres antigenes tels que 
LSA-1 et STARP. 

5 2.5. Immunoaenicite chez I'Aotus : un singe-hibou (Aotus triviroatus^ 

immunise par les 2 peptides LSA-3-NR1 et -RE et les 2 lipopeptides -NR2 
et -CT1, puis re-stimul6 par les proteines recombinantes correspondant a 
95 % de la molecule LSA-3 et adsorbees sur microspheres comme decrit 
ci-dessus, presente des reponses lymphoproliferatives elevees et 

10 specifiques contre les epitopes T presents sur ces memes peptides. 

Pour ce qui est de la reponse in vivo des differents chimpanzes 
ainsi pre-immunises, les resultats soulignent I'excellente immunogenicite 
(B et T) de LSA-3, sous forme peptide, lipopeptide et recombinants, et 
dans tous les modeles animaux testes jusqu'a present, soit 6/6 chimpanzes 

15 (outbred), 1/1 aotus, et chez toutes les souris immunisees (>20). Notons 
que les resultats des formulations lipopeptidiques (qui peuvent etre 
utilisees chez I'Homme) ont ete obtenus par injections sous-cutanees en 
I'absence de tout adjuvant. 
Exemple 3 : Identification d'epitope CTL 

20 La methode utilisee pour identifier les CTL est celle deaite dans Fidock et 
al, (1994), J. Immunol. 153 : 190 ou dans Bottius et al, (1996), J. Immunol 
156 :2874-2884. 

Des epitopes CTL (pour lymphocytes T cytotoxiques) ont ete identifies 
dans les peptides NR2, RE et CT1 grace a des tests de cytotoxicite 
25 effectues a partir des PBMC des chimpanzes Dirk, Gerda, Nuria, Demi, 
Karlien et Iris decrits plus haut. 

Chez I'homme, 8 epitopes CTL additionnels, dont 7 situes dans la region 3' 
non-repetee, ont pu etre mis en evidence a partir des PBMC d'individus 
appartenant a 3 haplotypes differents (MHC classe 1-A2, -B8 et -B53) et 
30 vivant en region d'endemie (Gambie) (resultats non publies). De plus, le 
sequencage des 2 epitopes CTL restreints par B53 a demontre une 
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parfaite conservation de leurs sequences nucleotidique et peptidique dans 
plusieurs souches du Kenya et de Gambie. 

Au total, nous avons identifie 11 6pitopes CTL dans la molecule LSA-3, ce 
qui est considerable. Par ailleurs, 5 chimpanz6s/6 ont d6velopp6 des 

5 reponses CTL contre le peptide IMR2 apres immunisation par le lipopeptide 
NR2 sans adjuvant, ce qui est un resultat remarquable pour des animaux 
non-consanguins. D'autre part, dans la mesure ou les anticorps 
developp6s par Nuria ne presentaient aucune activite inhibitrice de 
('invasion des sporozoTtes de Plasmodium falciparum , on peut supposer 

10 que la protection observe d6pendait des rgponses cellulaires, en 
particulier des CTL 

Exemple 4 : Comparaison des titres anticorps avant ou aprfes 
immunisation par differents peptides 

4.1. Comparaison des reponses en anticorps induites par differents 

15 peptides dans differents animaux immunises. 

La m&hode utilisee est celle decrite dans Behr et al, (1992), 
J. Immunol 149 : 3321. 

La reactivite est exprimee en ratio Elisa, c'est-a-dire la densite 
optique mesuree a 496 nanometres du serum apres immunisation rapporte 

20 a la densite optique du meme s§rum avant immunisation. La premiere 
colonne indique Tanimal immunise, la deuxieme colonne Timmunogene 
regu par Tanimal, la 3eme colonne indique le nombre d'injections realisees 
ainsi que le support accompagnant le peptide inject6 : RP signifie proline 
recombinante, RP/B signifie proteine recombinante adsorbee sur billes de 

25 latex, P signifie peptide et LP lipopeptide. II faut preciser en outre que les 
lipopeptides sont injectes dans du serum physiologique, les peptides et les 
proteines recombinantes sont adsorbes sur les billes de latex ou dans une 
6mulsion avec un adjuvant montanide ISA-51 . 



WO 96/41877 



PCT/FR96/00894 



24 



-J 

UJ 

g 

< 
cr 

2 
111 

111 
UJ 
5 

DC 
D_ 
X 
UJ 

CO 
HI 

o 

t 

UJ 

a. 

CO 



hi 

a: 

UJ 

u. 
u_ 

Q 

CO 
UJ 

a 

CO 

a. 
cr 
O 
o 



< 
> 

S 

a: 



CD 
Q) 

n 

CO 



CO 



Q_ 

or 

CO 



< 

CO 
—J 

3 



3 



CO _ 



< UJ 

co a: 



co 2 



co 

CO 5 
i z 



CO 



I 

co a: 



Q. 



CO 5 



LSA 


tr 
z 















13 a: 



3 



5 I 

C 

•a) 

& 

e 

3 

E 



CO 

E 
a 
O 



f- 00 

d d 


CD O) 

d d 


r*. cm 
d 


at co 
d d 


co m 
do 






q 
o 


q ^ 
^ o 


q 
o 


8.8 
17.0 


CO 

TJ CM 
C v 


19.1 
20.7 


10.3 
14.1 


12.5 
15.3 






q 
d 


r*. co 
d d 


CM 

d 


^ co" 


q q 

CO CO 


11.7 
14.2 


f- q 

CO* CD 


h- CO 
CO CD 




q 
o 


q 
o 


^ q 
o ^~ 


CO 

o 




1^ 


in t- 
m' 


co 

CO* * 


csi co 




q 


q 

d 


CO CM 

d d 


q 


q 


cz O 


r*. GO 

d d 


q tt 


CO 

d 




T* 




t- CO 

t— Tr- 


a> 


rs. co 
d d 


C C 


C C 


e e 


15.9 
16.4 




CO 

d 


d 


Ot CM 


co 
d 


lO o 
O r-* 


EE 


C C 


T3 -a 
c c 


10.1 
10.5 




CN 


q 


0> t- 

d t-: 


q 


T3 ^ 
C 


"D T? 
C C 


t- CM 

t-* d 


m 

CM CM 


n -a 
c c 




q 


CM 


CO CM 

d i-' 


q 


C O 


•o -a 
c c 


(D co 
d d 


q 


c c 




I SO 


CO 

d 


CO 

d d 


00 

d 


q * 

d d 


C C 


16.4 
21.5 


O CM 

d 


EE 




d 


d 


^ q 


CO 

d 


d d 


T3 "D 

c c 


CD 
d ^ 


O lO 

d 


c e 




CO 

d 


d 


m co 
o d 


q 


9.0 
10.0 


El 


14.1 
14.5 


CM CM 

t-" d 


•a *D 
c c 


d 


CO 

d 


co CO 
d d 


m 
d 


7.4 
20.0 




o 

CO* CO 


in 

d 


EE 


CD 

d 




^ d 


o> 
d 


+ 

CL £L Q_ 
CO CO CO 


3LP 
3LP + 
3RP/B 


2 (P+LP) 

3 (P+LP) 
3 (P+LP)+ 
3RP/B 


2 (P+LP) 

3 (P+LP) 

3 (P+LP) + 
3RP/B 


2 (P+LP) 
3 (P+LP) 
3 (P+LP) + 
3RP/B 




3RP 


6RP 


Q. Q_ 
CM CO 




LSA3 et 
LSA1 


LSA3 


LSA3 et 
LSA1 


LSA3 et 
SALSA 


LSA3 et 
STARP 


) immunises : 


P-GAL 




GST 


CO 
DO 
CL 


DIRK 


GERDA 


DEMI 


KAR- 
LIEN 


w 


Controles nor 


COR 


DC 
JJ 

LU 

a. 


i 

CO I 


□ 
< 

0 

LL 



WO 96/41877 PCT/FR96/00894 



25 



4.2. Titre des anticorps obtenus : 

Le tableau 2 represente les titres d'anticorps des serums obtenus 
chez les chimpanz6s par immunofluorescence sur les antigenes natifs 
5 presents a la surface des differents stades (sporozoTques, hepatiques et 
sanguins) de P. falciparum . P. voelii et P, berohei . 
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4.3 Reponse Ivmphoproliferative des PBMC des differents chimoanzfes 
aprds stimulation in vitro soit par les differents peptides soit par ies 
antigenes natifs presents a la surface des sporozoTtes. Cette reponse a ete 
mesuree par incorporation de thymidine tritiee dans des PBMC (cellules de 
5 sang peripheriques) soit aprfes stimulation par les peptides LSA-3 
(tableau III) ou apres stimulation in vitro avec des sporozoTtes (tableau IV). 
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Les reponses lymphoproliferatives sont indiqu6es eh diff6rence de 
comptage en coups par minute (A CPM) entre le nombre de coups obtenus 
en presence d'antigene diminue du nombre de coups en 1'absence 
d'antigene. Les chiffres entre parentheses indiquent les indices de 
5 stimulation, c'est-a-dire le rapport du nombre de coups obtenus en 
presence d'antigenes sur le nombre de coups obtenus en I'absence 
d'antigenes. 

Les resultats sont consid6r6s comme positifs quand le A CPM est 
supSrieur a 1000 et quand I'indice de stimulation est supSrieur d 3. 
io 4.4. Comparison des reponses en anticorps de chimpanz6s Nuria avant 
et apres immunisation par differents peptides . 

La figure 5 represente les quantites d'immunoglobulines pr§sentes 
dans le s6rum des chimpanzes Nuria avant et apres immunisation par les 
peptides 729NR1 et 729RE, et les lipopeptides 729NR2, et CT1. 
15 Cette experience montre la superiority quant a Nmmunite B de 

I'antigene R, surtout quand il est conjugue a un residu lipidique. 

La figure 6 montre que le niveau d'anticorps specifiques mesure par 
Elisa contre le peptide 729NR2 dans des souris immunis§es avec soit le 
peptide 729 NRII soit le lipopeptide 729NRII est nettement superieur 
20 quand le lipopeptide est utilis§ quelle que soit I'espece de souris. 

Exemple 5 : Lvmphoproliferation des PBMC d'un individu prot6o6 
par injection de sporozoTtes irradtes contre des peptides issus des 
antiaenes LSA-1 et LSA-3 . 

Chez hurt volontaires humains immunises par injection de 
25 sporozoites irradies, des anticorps anti-LSA-3 sont trouves chez chacun 
des quatre individus resistants a une infection par sporozoites ; aucun 
chez les quatre autres volontaires ayant developpe une infection sanguine. 

De plus, pour le seul de ces quatre individus prot6g6s dont les 
cellules etaient accessibles, les PBMC ont 6te prelev€es six mois apres 
30 Tinfection d'epreuve et incubees en presence des peptides issus des 
antigdnes LSA-1 et LSA-3. 
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La figure 10 repr's nte les resultats des lymphoprbliferations des 
PBMC d'un individu protege par injection des sporozoites irradies contre 
des peptides issus des antigenes LSA-1 et LSA-3. 

Des lymphoproliferations importantes ont ete observees avec 
5 chacun des trois peptides LSA-3 (NR1, NR2 et RE) mais avec aucun des 
peptides LSA-1. II existait un niveau particulierement eleve de secretion 
d'lFlsty (100 Ul/ml) apres stimulation par le peptide NR1 et, a un moindre 
degre, par le peptide NR2 (IFhty : la cytokine ayant le plus fort effet 
bloquant sur la schizogonie hepatique). 

io Exemple 6 : Effets des anticoros contre les peptides de LSA-3 sur 

rinhibition de la penetration des soorozoites chez la souris . 

Les techniques utilisees pour preparer les cultures primaires 
d'hepatocytes, les sporozoTtes, les anticorps et le test de fluorescence 
indirecte sont decrites en detail par S.MELLOUK et al, Bulletin of the 

15 World Health Organization, 68 : 52-59, 1990. Le tableau V ci-dessous 
compare les resultats obtenus en immuno fluorescence soit par des 
anticorps contre le fragment 679 soit par des anticorps obtenus contre des 
fragments en provenance d'autres peptides. La colonne de gauche indique 
le nombre de schizontes detectes apres 48h de culture dans des 

20 hepatocytes de souris Balb c infectees par P.voelii et la colonne de droite 
les memes parametres apres infection par P.Berahei . 
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Tableau V : 
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II apparait clairement que Tanticorps contre le peptide 679 a un effet 

d'inhibition quasi total du nombre de ce qu'ils ont observes a 48h dans les 
5 cellules hepatiques. De la meme fagon La figure 7 montre I'inhibition de 

('invasion des cellules hepatiques par les sporozoTtes par des serums 

hyper humains obtenus apres immunisation par differents peptides et 

immuno purifies contre du LSA-3 entier. 

En ce qui concerne les protections de souris, les meilleurs r6sultats 
10 ont ete obtenus par immunisation avec les recombinants, ou antigenes 

prepares selon I'invention, adsorbes sur des microspheres de latex ou de 

polystyrene de 0,5pm de diametre : 

- 3/3 souris sont protegees contre une administration par 10fois la dose 
minimale infectieuse 

is - 3/3 souris sont protegees contre le second challenge 

- 2/3 souris sont prot6g6es contre le troisfeme challenge. 
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Les microspheres utilisees sont les Polybead ® Polystyrene 
Microspheres (Polysciences. Inc.) de 0,50 Mm de diametre (ref.07307) sur 
lesquelles les recombinants ou les peptides sont adsorbes passivement. 
En pratique, chez la souris, pour 1 injection, 50pg d'antigfenes sont mis en 

5 contact avec 50pl de microbilles ; la quantity exacte d'antigenes adsorb6e 
n'est pas determine. Chez le chimpanze, la meme procedure est 
effectu6e avec 200 pg d'antigenes et 200 pi de billes. 
De plus, r6cemment, ^immunisation de souris par le recombinant GST-3PC 
(correspondent d la region 3' non-rep6tee de I'acide amine n°869 au 

10 codon stop en 3') a permis d'obtenir des s6rums r6agissant trfes fortement 
en immunofluorescence sur les sporozoTtes de Plasmodium falciparum. Ce 
resultat est la premiere demonstration de la presence d'un ou de plusieurs 
epitopes B dans cette region de la molecule. 

Exemple 7 : test de cytotoxicity contre le peptide 729 NRH chez le 

15 chimpanz6 Gerda . 

Le chimpanzd Gerda a ete immunise par voie l\t. avec le lipopeptide 
729NRII issu de Pantigene LSA-3. Le sang est preleve 9 jours apr£s la 
4eme injection. Les PBMC ont §te incubes in vitro avec 5pg/ml du peptide 
729NRII (ajout de l'IL2 recombinante, 10 U/ml, au jour 3). Au jour 15, 

20 I'activite cytotoxique a ete etudiee contre les blastes autologues generes 
par la PHA a 0,5pg/ml. Les blastes ont ete preincubes la nuit avec 5 pg/ml 
du peptide 729NRII, et avec un peptide controle : le RESA, ou sans 
peptide. Les peptides ne sont pas ajoutes pendant le test (8 heures). Le 
nombre de cibles par puits est de 5000. 

25 Les PBMC de Gerda incubees pendant la meme p€riode avec 5pg/ml d'un 
peptide controle ou le peptide 729NRI (issu du meme antig§ne), 
n'engendrent pas la lyse des blastes autologues preincubes ou non avec 
les peptides ci-dessus. 

La figure 8 indique les r6sultats obtenus pour un rapport E/C (effecteur sur 
30 cible) variant de 12 a 0,03. On voit que les cellules cibles pre-sensibilisees 
par le peptide 729NRII sont lyses en presence de cellules ffectrices ce 
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qui indique une reponse immunitaire de type T cytotoxique specifique de 
cet antigene. 

Le lipopeptide NRII, injecte par voie IV, est capable, sans adjuvant, 
d'induire une reponse cytotoxique specifique. 

5 Exemple 8 : effet du peptide NRI sur la production d'interferon v 

II a ete montre que les interferons avaient une activite inhibitrice 
dans le developpement du P.falciparum dans les hepatocytes humains en 
culture (Sylvie Mellouk et al, The Journal of Immunology, vol 139 n° 12 : 
41-92, 41-95, 1987). Les resultats obtenus avec les peptides de I'invention 

10 sont les suivants : 

Le chimpanze Gerda, immunise par la polypeptide NR 2 et booste par le 
recombinant DG729, porte des PBMC capables de secreter des taux 
eleves d'IFN-y en presence des peptides LSA-3, en particulier le peptide 
729 NR1. Le resultat a ete confirme chez le chimpanze Dirk, immunise par 

is la meme proteine. Le chimpanze BRAM, controle non immunise, ne montre 
aucune interf§ron§mie contre les peptides LSA-3. 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: U: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4 
GTGATGAACT TTTTAATGAA TTATTAAA 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5 
TGTTGTTCTT GTTGAACACT TTTTACTAA 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6 
GGTATCGAAA CTGAGGAAAT AAAGG 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERI STI QU ES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gSnoraique) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CATAGCAGGA ACATCAACAT CCAC 
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REVENDICATIONS 

1. Molecules polypeptidiques contenant au moins 10 amino acides 
consecutifs de la sequence d'acides amines montree dans la figure 2, les 

5 polypeptides suivants etant exclus : 

-RDELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHNVEE 
-VEESVEENDEESVEENVEENVENNDDGSVASSVEESIASSVDESIDSSIE - 
ENVAPWEEIVAPWEEIVAPSWEKCAPSVEESVAPSVEESVAEMLKER 
(729S) 

10 -RDELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHN 

- DELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQ (NR l) ( 

- LEESQVNDDIFSNSLVKSVQQEQQHNV (NR II), 

- VESVAPSVEESVAPSVEESVAENVEESV. (729 RE) 

2. Molecules selon la revendication 1, caracterisees en ce qu'elles 
is contiennent au moins 20 amino acides consecutifs de ladite sequence. 

3. Mol&cules selon la revendication 2 caracterisees en ce qu'elles 
contiennent au moins 50 amino acides consecutifs de la ladite sequence. 

4. Molecule polypeptide pr6sentant au moins 70% d'homologie avec 
Tune des molecules de Tune quelconque des revendications 1 a 3. 

20 5. Molecule polypeptidique caracterisee en ce qu'elle presente au 

moins 70% d'homologie avec la sequence suivante : 
Leu Leu Ser Asn lie Glu Glu Pro Lys Glu Asn He He Asp Asn Leu Leu Asn 
Asn He (CT1) 

6. Molecule polypeptidique selon Tune des revendications 1 a 4 
25 caracterisee en ce qu'elle pr6sente au moins 70% d'homologie avec la 

sequence representee dans la figure 3. 

7. Composition immunogene caracterisee en ce qu'elle contient au 
moins une molecule polypeptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6 et au moins un vehicule pharmaceutique. 
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8. Composition de vaccin anti-palustre, contenant entre autres 
principes immunogen s, un molecule polypeptidique conforme a Tune 
des revendications 1 £ 6. 

9. Composition de vaccin selon la revendication 8, caracteris<§e en ce 
5 qu'elle contient en outre , une molecule contenant au moins un Epitope et 

issue du groupe constitue des molecules LSA-1, SALSA ou STARP. 

10. Composition selon la revendication 9 caracterisee en ce qu'elle 
contient au moins deux immunogfenes, le premier etant choisi parmi les 
polypeptides suivants : 

10 - celui de la figure 2, 
-NRI, 
- NRII, 

et le deuxieme 6tant choisi dans le groupe constitue de SALSA, SALSA I et 
SALSA II. 

15 11. Anticorps polyclonaux ou monoclonaux, reconnaissant 

specifiquement les molecules polypeptidiques selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6. 

12. Methode de diagnostic in vitro du paludisme chez un individu 
susceptible d'§tre infecte par P.falciparum qui comprend la mise en contact 

20 d'un tissu ou d'un fluide biologique preleve chez un individu, avec une 
molecule selon Tune des revendications 1 a 8 dans des conditions 
permettant une reaction immunologique, ladite molecule polypeptidique et 
les anticorps eventuellement presents dans le tissu ou le fluide biologique, 
et la detection in vitro des complexes du gene anticorps eventuellement 

25 form6. 

13. Methode selon la revendication 12 caracterisee en ce que le tissu 
ou le fluide biologique sont mis en contact avec un melange de molecules 
polypeptidiques repondant £ Tune des revendications 1 & 6 et d'autres 
molecules issues tfantigenes du stade sporozoite que sont LSA-1, SALSA 

30 ou STARP. 
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14. M6thode de diagnostic in vitro du paludisme chez un individu 
susceptible d'§tre infect6 par P.falciparum . caracterisee en ce qu' lie 
comprend la mise en contact d'un tissu ou d'un fluide biologique preleve 
chez un individu, avec des anticorps selon la revendication 11, dans des 

5 conditions permettant une reaction immunologique in vitro entre lesdits 
anticorps et les prolines spScifiques de P.falciparum 6ventuellement 
prSsentes dans le tissu biologique, et la detection in vitro des complexes 
antigenes anticorps 6ventuellement formes. 

15. Kit pour le diagnostic in vitro du paludisme selon la revendication 
10 12 ou 13 caract6ris6 en ce qu'il comprend au moins une ou plusieurs 

molecules selon Tune des revendications 1 a 6, 
les reactifs pour la constitution du milieu propice a la reaction, 
les reactifs permettant la detection des complexes antigenes/anticorps 
produits par la reaction immunologique, ces reactifs pouvant 6galement 
is porter un marqueur ou §tre susceptibles d'etre reconnus a leur tour par un 
reactif marqu§, plus particulierement dans le cas ou la molecule 
polypeptidique susmentionn§e n'est pas marquee. 

16. Kit pour le diagnostic in vitro du paludisme caracterise en ce qu'il 
comprend : 

20 - des anticorps selon la revendication 1 1 , 

- les reactifs pour la constitution du milieu propice a la realisation de la 
reaction immunologique, 

- les r§actifs permettant la detection des complexes antigenes/anticorps 
produits par la reaction immunologique, ces reactifs pouvant egalement 

25 porter un marqueur ou etre susceptibles d'§tre reconnus d leur tour par un 
reactif marqu§, plus particulterement dans le cas ou les anticorps 
susmentionnes ne sont pas marques. 

17. Utilisation d'une molecule polypeptidique selon Tune des 
revendications 1 a 6 dans la preparation d'un vaccin anti-palustre. 
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18. Utilisation dun ou plusieurs anticorps polyclonaux ou 
monoclonaux selon la r vendication 11 pour la preparation d'un 
medicament destin§ au traitement du paludisme. 

19. Composition pharmaceutique comportant a titre de substance 
5 active un ou plusieurs anticorps polyclonaux ou monoclonaux selon la 

reyendication 11 en association avec un vehicule pharmaceutique 
acceptable. 

20. Sequence d'acides nucleiques caract6ris6e par Tune des 
sequence suivantes : 

io (a) Tenchainement de nucleotides tel que represents dans SEQ ID n° 1 de 
ia figure 1, ou 

(b) Tenchainement de nucleotides represente dans SEQ ID n° 2 de la 
figure 2, 

(c) un enchainement pr£sentant au moins 70% d'homologie avec celui de 
is la figure 1 , ou de la figure 2 ou, 

(d) un enchainement de nucleotides complementaires a ceux presents en 
(a),(b)ou(c). 

21. Acide nucteique selon la revendication 20 contenant une 
sequence codant pour une molecule polypeptidique selon Tune des 

20 revendications 1 a 6. 

22. Vecteur recombinant pour le clonage d'une sequence 
nucleotidique selon la revendication 20 ou 21 et ou I'expression d'un 
polypeptide code par la susdite sequence contenant ladite sequence dans 
Tun des sites non essentiels pour sa replication, ledit vecteur etant 

25 notamment de type plasmide, cosmide ou phage. 

23. Vecteur selon la revendication 22 caract§ris§ en ce qu'il est un 
plasmide depose a la CNCM sous le n°M573 et reference pK1.2. 

24. Conjugues constitues de molecules polypeptidiques selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 6 et d'un support sur lequel lesdites 

30 molecules sont adsorbees. 
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25. Conjugues selon la r vendication 24 caracterises en ce que le 
support est constitu6 de microspheres ou billes de latex ou de polystyrene. 

26. Utilisation d'un conjugue selon Tune des revendications 24 ou 25 
a ('immunisation d'individus infectes ou susceptibles d'etre infectes par le 

5 paludisme. 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: I: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 6152 paires de bases 

(B) TYPE: nucle tide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



ATTTATTTAT 


TTTTATTGTT 


TTATTTCTTT 


TTTTTCTTTA 


AATTGTATAT 


TTATAAATAT 


60 


TTTAAAAAGT 


TAGAAAATGA 


CAAATAGTAA 


TTACAAATCA 


AATAATAAAA 


CATATAATGA 


120 


AAATAATAAT 


GAACAAATAA 


CTACCATATT 


TAATAGAACA 


AATATGAATC 


CGATAAAAAA 


180 


ATGTCATATG 


AGAGAAAAAA 


TAAATAAGTA 


CTTTTTTTTG 


ATCAAAATTT 


TGACATGCAC 


240 


CATTTTAATA 


TGGGCTGTAC 


AATATGATAA 


TAACGTAAGA 


TAAAAAACTA 


AATAATAAAT 


300 


ATAAATAAAA 


AAAAAAAAAA 


AAAAAAAAAA 


ATCAACTATA 


TAGTATGTAT 


AATATATATA 


360 


TATATATATA 


TATATATATA 


TATATATATA 


TATTTATTTT 


TATTTATTTA 


TTAATTTTrT 


420 


TTTTTTTATA 


TTATCTTTTT 


AGTCTGATAT 


AAACAAGAGT 


TGGAAAAAAA 


ATACGTATGT 


480 


AGATAAGAAA 


TTGAATAAAC 


TATTTAACAG 


AAGTTTAGGA 


GAATCTCAAG 


TAAATGGTGA 


540 


ATTAGCTAGT 


GAAGAAGTAA 


AGGAAAAAAT 


TCTTGACTTA 


TTAGAAGAAG 


GAAATACATT 


600 


AACTGAAAGT 


GTAGATGATA 


ATAAAAATTT 


AGAAGAAGCC 


GAAGATATAA 


AGGAAAATAT 


660 


CTTATTAAGT 


AATATAGAAG 


AACCAAAAGA 


AAATATTATT 


GACAATTTAT 


TAAATAATAT 


720 


TGGACAAAAT 


TCAGAAAAAC 


AAGAAAGTGT 


ATCAGAAAAT 


GTACAAGTCA 


GTGATGAACT 


780 


TTTTAATGAA 


TTATTAAATA 


GTGTAGATGT 


TAATGGAGAA 


GTAAAAGAAA 


ATATTTTGGA 


840 


GGAAAGTCAA 


GTTAATGACG 


ATATTTTTAA 


TAGTTTAGTA 


AAAAGTGTTC 


AACAAGAAGA 


900 


ACAACACAAT 


GTTGAAGAAA 


AAGTTGAAGA 


AAGTGTAGAA 


GAAAATGACG 


AAGAAAGTGT 


960 


AGAAGAAAAT 


GTAGAAGAAA 


ATGTAGAAGA 


AAATGACGAC 


GGAAGTGTAC 


CCTCAAGTGT 


1020 


TGAAGAAAGT 


ATAGCTTCAA 


GTGTTGATGA 


AAGTATAGAT 


TCAAGTATTG 


AAGAAAATGT 


1080 


AGCTCCAACT 


GTTGAAGAAA 


TCGTAGCTCC 


AAGTCTTCTA 


GAAAGTGTCG 


CTCCAAGTGT 


1140 
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TGAAGAAAGT 


GTAGAAGAAA ATGTTGAAGA AAGTGTAGCT 


GAAAATGTTG 


AAGAAAGTGT 


1200 


AGCTGAAAAT 


GTTGAAGAAA GTGTAGCTGA AAATGTTGAA 


GAAAGTGTAG 


CTGAAAATGT 


1260 


TGAAGAAATC 


GTAGCTCCAA CTGTTGAAGA AATCGTAGCT 


CCAACTGTTG 


AAGAAATTGT 


1320 


AGCTCCAAGT 


GTTGTAGAAA GTGTGGCTCC AAGTGTTGAA 


GAAAGTGTAG 


AAGAAAATGT 


1380 


TGAAGAAAGT 


GTAGCTGAAA ATGTTGAAGA AAGTGTAGCT 


GAAAATGTTG 


AAGAAAGTGT 


1440 


AGCTGAAAAT 


GTTGAAGAAA GTGTAGCTGA AAATGTTGAA 


GAAAGTGTAG 


CTGAAAATGT 


1500 


TGAAGAAATC 


GTAGCTCCAA CTGTTGAAGA AATCGTAGCT 


CCAACTGTTG 


AAGAAATTGT 


1560 


AGCTCCAAGT 


GTTGTAGAAA GTGTGGCTCC AAGTGTTGAA 


GAAAGTGTAG 


AAGAAAATGT 


1620 


TGAAGAAAGT GTAGCTGAAA ATGTTGAAGA AAGTGTAGCT 


GAAAATGTTG 


AAGAAAGTGT 


1680 


AGCTGAAAAT GTTGAAGAAA GTGTAGCTGA AAATGTTGAA 


GAAAGTGTAG 


CTGAAAATGT 


1740 


TGAAGAAAGT 


GTAGCTGAAA ATGTTGAAGA AAGTGTAGCT 


GAAAATGTTG 


AAGAAATCGT 


1800 


AGCTCCAACT GTTGAAGAAA TCGTAGCTCC AACTGTTGAA 


GAAATTGTAG 


CTCCAAGTGT 


1860 


TGTAGAAAGT 


GTGGCTCCAA GTGTTGAAGA AAGTGTAGAA 


GAAAATGTTG 


AAGAAAGTGT 


1920 


AGCTGAAAAT 


GTTGAAGAAA GTGTAGCTGA AAATGTTGAA 


GAAAGTGTAG 


CTGAAAATGT 


1980 


TGAAGAAAGT 


GTAGCTGAAA ATGTTGAAGA AATCGTAGCT 


CCAACTGTTG 


AAGAAATCGT 


2040 


AGCTCCAACT GTTGAAGAAA TTGTAGCTCC AAGTGTTGTA 


GAAAGTGTGG 


CTCCAAGTGT 


2100 


TGAAGAAAGT GTAGAAGAAA ATGTTGAAGA AAGTGTAGCT 


GAAAATGTTG 


AAGAAAGTGT 


2160 


AGCTGAAAAT GTTGAAGAAA GTGTAGCTGA AAATGTTGAA 


GAAATCGTAG 


CTCCAAGTGT 


2220 


TGAAGAAATC 


GTAGCTCCAA CTGTTGAAGA AATTGTAGCT 


CCAAGTGTTG 


TAGAAAGTGT 


2280 


GGCTCCAAGT 


GTTGAAGAAA GTGTAGAAGA AAATGTTGAA 


GAAAGTGTAG 


CTGAAAATGT 


2340 


TGAAGAAAGT 


GTAGCTGAAA ATGTTGAAGA AAGTGTAGCT 


GAAAATGTTG 


AAGAAAGTGT 


2400 


AGCTGAAAAT 


GTTGAAGAAA TCGTAGCTCC AACTGTTGAA 


GAAATCGTAG 


CTCCAACTGT 


2460 


TGAAGAAATT 


GTAGCTCCAA GTGTTGTAGA AAGTGTGGCT 


CCAAGTGTTG 


AAGAAAGTGT 


2520 


AGAAGAAAAT 


GTTGAAGAAA GTGTAGCTGA AAATGTTGAA 


CAAAGTGTAG 


CTGAAAATGT 


2580 


TGAAGAAAGT 


GTAGCTGAAA ATGTTGAAGA AAGTGTAGCT 


CCAACTGTTG 


AAGAAATTGT 


2640 


AGCTCCAAGT 


GTTGAAGAAA GTGTAGCTCC AAGTGTTGAA 


GAAAGTGTTG 


CTGAAAACGT 


2700 


TGCAACAAAT 


TTATCACACA ATCTTTTAAC TAATTTATTA 


GGTGGTATCG 


AAACTGAGGA 


2760 
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AATAAAGGAC AGTATATTAA ATGAGATAGA AGAAGTAAAA GAAAATGTAG TCACCACAAT 2820 

ACTAGAAAAC GTAGAAGAAA. CTACAGCTGA AAGTGTAACT ACTTTTAGTA ACATATTAGA 2880 

GGAGATACAA GAAAATACTA TTACTAATGA TACTATAGAG GAAAAATTAG AAGAACTCCA 2940 

CGAAAATGTA TTAAGTGCCG CTTTAGAAAA TACCCAAAGT GAAGAGGAAA AGAAAGAAGT 3000 

AATAGATGTA ATTGAAGAAG TAAAAGAAGA GGTCGCTACC ACTTTAATAG AAACTGTGGA 3060 

ACAGGCAGAA GAAAAGAGCG CAAATACAAT TACGGAAATA TTTGAAAATT TAGAAGAAAA 3120 

TGCAGTAGAA AGTAATGAAA ATGTTGCAGA GAATTTAGAG AAATTAAACG AAACTGTATT 3180 

TAATACTGTA TTAGATAAAG TAGAGGAAAC AGTAGAAATT AGCGGAGAAA GTTTAGAAAA 3240 

CAATGAAATG GATAAAGCAT TTTTTAGTGA AATATTTGAT AATGTAAAAG GAATACAAGA 3300 

AAATTTATTA ACAGGTATGT TTCGAAGTAT AGAAACCAGT ATAGTAATCC AATCAGAAGA 3360 

AAAGGTTGAT TTGAATGAAA ATGTGGTTAG TTCGATTTTA GATAATATAG AAAATATGAA 3420 

AGAAGGTTTA TTAAATAAAT TAGAAAATAT TTCAAGTACT GAAGGTGTTC AAGAAACTGT 3480 

AACTGAACAT GTAGAAGAAA ATGTATATGT GGATGTTGAT GTTCCTGCTA TGAAAGATCA 3540 

ATTTTTAGGA ATATTAAATG AGGCAGGAGG GTTGAAAGAA ATGTTTTTTA ATTTGGAAGA 3600 

TGTATTTAAA AGTGAAAGTG ATGTAATTAC TGTAGAAGAA ATTAAGGATG AACCGGTTCA 3660 

AAAAGAGGTA GAAAAAGAAA CTGTTAGTAT TATTGAAGAA ATGGAAGAAA ATATTGTAGA 3720 

TGTATTAGAG GAAGAAAAAG AAGATTTAAC AGACAAGATG ATAGATGCAG TAGAAGAATC 3780 

CATAGAAATA TCTTCAGATT CTAAAGAAGA AACTGAATCT ATTAAAGATA AAGAAAAAGA 3840 

TGTTTCACTA GTTGTTGAAG AAGTTCAAGA CAATGATATG GATGAAAGTG TTGAGAAAGT 3900 

TTTAGAATTG AAAAATATGG AAGAGGAGTT AATGAAGGAT GCTGTTGAAA TAAATGAGAT 3960 

TACTAGCAAA CTTATTGAAG AAACTCAAGA GTTAAATGAA CTAGAAGCAG ATTTAATAAA 4020 

AGATATGGAA AAATTAAAAG AATTAGAAAA AGCATTATCA GAAGATTCTA AAGAAATAAT 4080 

AGATGCAAAA GATGATACAT TAGAAAAAGT TATTGAAGAG CAACATGATA TAACGACGAC 4140 

GTTGGATGAA GTTGTAGAAT TAAAAGATGT CGAAGAAGAC AAGATCGAAA AAGTATCTGA 4200 

TTTAAAAGAT CTTGAAGAAG ATATATTAAA AGAAGTAAAA GAAATCAAAG AACTTGAAAG 4260 

TGAAATTTTA GAAGATTATA AAGAATTAAA AACTATTGAA ACAGATATTT TAGAAGAGAA 4320 

AAAAGAAATA GAAAAACATC ATTTTGAAAA ATTCGAAGAA GAACCTCAAG AAATAAAAGA 4380 
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TCTTGAAGCA GATATATTAA AAGAAGTATC TTCATTAGAA GTTGAAGAAG AAAAAAAATT 4440 

AGAAGAAGTA CACGAATTAA AAGAAGAGGT AGAACATATA ATAAGTGGTG ATGCGCATAT 4500 

AAAAGGTTTG GAAGAAGATG ATTTAGAAGA AGTAGATGAT TTAAAAGGAA GTATATTAGA 4560 

CATGTTAAAG GGAGATATGG AATTAGGGGA TATGGATAAG GAAAGTTTAG AAGATGTAAC 4620 

AACAAAACTT GGAGAAAGAG TTGAATCCTT AAAAGATGTT TTATCTAGTG CATTAGGCAT 4680 

GGATGAAGAA CAAATGAAAA CAAGAAAAAA AGCTCAAAGA CCTAAGTTGG AAGAAGTATT 4740 

ATTAAAAGAA GAGGTTAAAG AAGAACCAAA GAAAAAAATA ACAAAAAAGA AAGTAAGGTT 4800 

TGATATTAAG GATAAGGAAC CAAAAGATGA AATAGTAGAA GTTGAAATGA AAGATGAAGA 4860 

TATAGAAGAA GATGTAGAAG AAGATATAGA AGAAGATATA GAAGAAGATA AAGTTGAAGA 4920 

TATAGATGAA GATATAGATG AAGATATAGG TGAAGACAAA GATGAAGTTA TAGATTTAAT 4980 

AGTCCAAAAA GAGAAACGCA TTGAAAAGGT TAAAGCGAAA AAGAAAAAAT TAGAAAAAAA 5040 

AGTTGAAGAA GGTGTTAGTG GTCTTAAAAA ACACGTAGAC GAAGTAATGA AATATGTTCA 5100 

AAAAATTGAT AAAGAAGTTG ATAAAGAAGT ATCTAAAGCT TTAGAATCAA AAAATGATGT 5160 

TACTAATGTT TTAAAACAAA ATCAAGATTT TTTTAGTAAA GTTAAAAACT TCGTAAAAAA 5220 

ATATAAAGTA TTTGCTGCAC CATTCATATC TGCCGTTGCA GCATTTGCAT CATATGTAGT 5280 

TGGGTTCTTT ACATTTTCTT TATTTTCATC ATGTGTAACA ATAGCTTCTT CAACTTACTT 5340 

ATTATCAAAA GTTGACAAAA CTATAAATAA AAATAAGGAG AGACCGTTTT ATTCATTTGT 5400 

ATTTGATATC TTTAAGAATT TAAAACATTA TTTACAACAA ATGAAAGAAA AATTTAGTAA 5460 

AGAAAAAAAT AATAATGTAA TAGAAGTAAC AAAGAAAGCT GAGAAAAAAG GTAATGTACA 5520 

GGTAACAAAT AAAACCGAGA AAACAACTAA AGTTGATAAA AATAATAAAG TACCGAAAAA 5580 

AAGAAGAACG CAAAAATCAA AATAAAAAAT TGCAGAAGAG TGAAATGATT GG AGCGAACA 5640 

ATAAAATTAA TCGATAAAAA ATATAAAAAT GTATATATTA TGTAAATATA TATAAATAAA 5700 

TAAATAAATA CATACATATA TATATATATA TATATGTATC TTTTTACAAA ATTTTAAAAT 5760 

TTTAAAATTT ATATATATTA ATATTTATAT TTTTCCATAT ATAATTTTAT TTTCAATATT 5820 

TTATTTTTAA TTATAAATGT TTTTTACAGA GTTTATCTTT TTTAATTAAT ATATAGATTT 5880 

CTGTAAGAAA CTGTATATTA TTCATACGAT ATATGTAATA TTAATTATTT GTGTTTTATT 5940 

AAAATTTATA TTATATAATA TATATATATA TATATATGTA TATATATTAG AAGATAAAAA 6000 
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TTTAGCTTAT TTTGCTTGTT ATGCAAATAA GCTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTC 6060 
ATATAAACGA TGTTTAATTT TTAATTTTTA ATATTTTATA TAAAATATTT TTCCTAAAAA 6120 
AAAAAAAAAT TAAAAAAAAC TTATATTTCG AA 6152 



FIGURE 



l/E 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 5361 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .5361 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

ATG ACA AAT AGT AAT TAC AAA TCA AAT AAT AAA ACA TAT AAT GAA AAT 48 
Met Thr Asn Ser Asn Tyr Lys Ser Asn Asn Lys Thr Tyr Asn Glu Asn 
1 5 10 15 

AAT AAT GAA CAA ATA ACT ACC ATA TTT AAT AGA ACA AAT ATG AAT CCG 96 
Asn Asn Glu Gin lie Thr Thr lie Phe Asn Arg Thr Asn Met. Asn Pro 
20 25 30 

ATA AAA AAA TGT CAT ATG AGA GAA AAA ATA AAT AAG TAC TTT TTT TTG 144 
lie Lys Lys Cys His Met Arg Glu Lys He Asn Lys Tyr Phe Phe Leu 
35 40 45 

ATC AAA ATT TTG ACA TGC ACC ATT TTA ATA TGG GCT GTA CAA TAT GAT 192 
He Lys He Leu Thr Cys Thr He Leu He Trp Ala Val Gin Tyr Asp 
50 55 60 

AAT AAC TCT GAT ATA AAC AAG AGT TGG AAA AAA AAT ACG TAT GTA GAT 240 
Asn Asn Ser Asp He Asn Lys Ser Trp Lys Lys Asn Thr Tyr Val Asp 
65 70 75 80 

AAG AAA TTG AAT AAA CTA TTT AAC AGA AGT TTA GGA GAA TCT CAA GTA 288 
Lys Lys Leu Asn Lys Leu Phe Asn Arg Ser Leu Cly Glu Ser Gin Val 
85 90 95 

AAT GGT GAA TTA GCT AGT GAA GAA GTA AAG GAA AAA ATT CTT GAC TTA 336 
Asn Gly Glu Leu Ala Ser Glu Glu Val Lys Glu Lys He Leu Asp Leu 
100 105 110 

TTA GAA GAA GGA AAT ACA TTA ACT CAA AGT GTA GAT GAT AAT AAA AAT 384 
Leu Glu Glu Gly Asn Thr Leu Thr Glu Ser Val Asp Asp Asn Lys Asn 
115 120 125 
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TTA GAA GAA GCC GAA GAT ATA AAG GAA AAT ATC TTA TTA AGT AAT ATA 432 
Leu Glu Glu Ala Glu Asp He Lys Glu Asn He Leu Leu S r Asn He 
130 135 140 

GAA GAA CCA AAA GAA AAT ATT ATT GAC AAT TTA TTA AAT AAT ATT GGA 480 
Glu Glu Pro Lys Glu Asn He He Asp Asn Leu Leu Asn Asn He Gly 
145 150 155 160 

CAA AAT TCA GAA AAA CAA GAA AGT GTA TCA GAA AAT GTA CAA GTC AGT 528 
Gin Asn Ser Glu Lys Gin Glu Ser Val Ser Glu Asn Val Gin Val Ser 
165 170 175 

GAT GAA CTT TTT AAT GAA TTA TTA AAT AGT GTA GAT GTT AAT GGA GAA 576 
Asp Glu Leu Phe Asn Glu Leu Leu Asn Ser Val Asp Val Asn Gly Glu 
180 185 190 

GTA AAA GAA AAT ATT TTG GAG GAA AGT CAA GTT AAT GAC GAT ATT TTT 624 
Val Lys Glu Asn He Leu Glu Glu Ser Gin Val Asn Asp Asp He Phe 
195 200 205 

AAT AGT TTA GTA AAA AGT GTT CAA CAA GAA CAA CAA CAC AAT GTT GAA 672 
Asn Ser Leu Val Lys Ser Val Gin Gin Glu Gin Gin His Asn Val Glu 
210 215 220 

GAA AAA GTT GAA GAA AGT GTA GAA GAA AAT GAC GAA GAA AGT .GTA GAA 720 
Glu Lys Val Glu Glu Ser Val Glu Glu Asn Asp Glu Glu Ser Val Glu 
225 230 235 240 

GAA AAT GTA GAA GAA AAT GTA GAA GAA AAT GAC GAC GGA AGT GTA GCC 768 
Glu Asn Val Glu Glu Asn Val Glu Glu Asn Asp Asp Gly Ser Val Ala 
245 250 255 

TCA AGT GTT GAA GAA AGT ATA GCT TCA AGT GTT GAT GAA AGT ATA GAT 816 
Ser Ser Val Glu Glu Ser He Ala Ser Ser Val Asp Glu Ser He Asp 
260 265 270 

TCA AGT ATT GAA GAA AAT GTA GCT CCA ACT GTT GAA GAA ATC GTA GCT 864 
Ser Ser He Glu Glu Asn Val Ala Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala 
275 280 285 

CCA AGT GTT GTA GAA AGT GTG GCT CCA AGT GTT GAA GAA AGT GTA GAA 912 
Pro Ser Val Val Glu Ser Val Ala Pro Ser Val Glu Glu Ser Val Glu 
290 295 300 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 960 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
305 310 315 320 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT CTT GAA GAA AGT GTA GCT 1008 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
325 330 335 
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GAA AAT GTT GAA GAA ATC GTA GCT CCA ACT GTT GAA GAA ATC GTA GCT 1056 
Glu Asn Val Glu Glu He Val Ala Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala 
340 345 350 

CCA ACT GTT GAA GAA ATT GTA GCT CCA AGT GTT GTA GAA AGT GTG GCT 1104 
Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala Pro Ser Val Val Glu Ser Val Ala 
355 360 365 

CCA AGT GTT GAA GAA AGT GTA GAA GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 1152 
Pro Ser Val Glu Glu Ser Val Glu Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
370 375 380 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 1200 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
385 390 395 400 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 1248 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
405 410 415 

GAA AAT GTT GAA GAA ATC GTA GCT CCA ACT GTT GAA GAA ATC GTA GCT 1296 
Glu Asn Val Glu Glu He Val Ala Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala 
420 425 430 

CCA ACT GTT GAA GAA ATT GTA GCT CCA AGT GTT GTA GAA AGT .GTG GCT 1344 
Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala Pro Ser Val Val Glu Ser Val Ala 
435 440 445 

CCA AGT GTT GAA GAA AGT GTA GAA GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 1392 
Pro Ser Val Glu Glu Ser Val Glu Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
450 455 460 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 1440 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
465 470 475 480 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 1488 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
485 490 495 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 1536 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
500 505 510 

GAA AAT GTT GAA GAA ATC GTA GCT CCA ACT GTT GAA GAA ATC GTA GCT 1584 
Glu Asn Val Glu Glu lie Val Ala Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala 
515 520 525 

CCA ACT GTT GAA GAA ATT GTA GCT CCA AGT GTT GTA GAA AGT GTG GCT 1632 
Pro Thr Val Glu Glu lie Val Ala Pro Ser Val Val Glu Ser Val Ala 
530 535 540 
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CCA AGT GTT GAA GAA AGT GTA GAA GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 1680 
Pro Ser Val Glu Glu Ser Val Glu Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
545 550 555 560 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 1728 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
565 570 575 



GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA ATC GTA GCT 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu lie Val Ala 
580 585 590 



1776 



CCA ACT GTT GAA GAA ATC GTA GCT CCA ACT GTT GAA GAA ATT GTA GCT 
Pro Thr Val Glu Glu lie Val Ala Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala 
595 600 605 



1824 



CCA AGT GTT GTA GAA AGT GTG GCT CCA AGT GTT GAA GAA AGT GTA GAA 1872 
Pro Ser Val Val Glu Ser Val Ala Pro Ser Val Glu Glu Ser Val Glu 
610 615 620 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 1920 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
625 630 635 640 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA ATC .GTA GCT 1968 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu He Val Ala 
645 650 655 

CCA ACT GTT GAA GAA ATC GTA GCT CCA ACT GTT GAA GAA ATT GTA GCT 2016 
Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala 
660 665 670 

CCA AGT GTT GTA GAA AGT GTG GCT CCA AGT GTT GAA GAA AGT GTA GAA 2064 
Pro Ser Val Val Glu Ser Val Ala Pro Ser Val Glu Glu Ser Val Glu 
675 680 685 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 2112 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
690 695 700 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 2160 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
705 710 715 720 



GAA AAT GTT GAA GAA ATC GTA GCT CCA ACT GTT GAA GAA ATC GTA GCT 
Glu Asn Val Glu Glu He Val Ala Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala 
725 730 735 



2208 



CCA ACT GTT GAA GAA ATT GTA GCT CCA AGT GTT GTA GAA AGT GTG GCT 
Pro Thr Val Glu Glu lie Val Ala Pro Ser Val Val Glu Ser Val Ala 
740 745 750 



2256 
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CCA AGT GTT GAA GAA AGT GTA GAA GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 
Pr Ser Val Glu Glu Ser Val Glu Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
755 760 765 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala 
770 775 780 

GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT CCA ACT GTT GAA GAA ATT GTA GCT 
Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala 
785 790 795 800 

CCA AGT GTT GAA GAA AGT GTA GCT CCA AGT GTT GAA GAA AGT GTT GCT 
Pro Ser Val Glu Glu Ser Val Ala Pro Ser Val Glu Glu Ser Val Ala 
805 810 815 



GAA AAC GTT GCA ACA AAT TTA TCA GAG AAT CTT TTA AGT AAT TTA TTA 
Glu Asn Val Ala Thr Asn Leu Ser Asp Asn Leu Leu Ser Asn Leu Leu 
820 825 830 

GGT GGT ATC GAA ACT GAG GAA ATA AAG GAC AGT ATA TTA AAT GAG ATA 
Gly Gly He Glu Thr Glu Glu He Lys Asp Ser He Leu Asn Glu He 
835 840 845 

GAA GAA GTA AAA GAA AAT GTA GTC ACC ACA ATA CTA GAA AAC GTA GAA 
Glu Glu Val Lys Glu Asn Val Val Thr Thr He Leu Glu Asn Val Glu 
850 855 860 

GAA ACT ACA GCT GAA AGT GTA ACT ACT TTT AGT AAC ATA TTA GAG GAG 
Glu Thr Thr Ala Glu Ser Val Thr Thr Phe Ser Asn He Leu Glu Glu 
865 870 875 880 

ATA CAA GAA AAT ACT ATT ACT AAT GAT ACT ATA GAG GAA AAA TTA GAA 
He Gin Glu Asn Thr He Thr Asn Asp Thr He Glu Glu Lys Leu Glu 
885 890 895 

GAA CTC CAC GAA AAT GTA TTA AGT GCC GCT TTA GAA AAT ACC CAA AGT 
Glu Leu His Glu Asn Val Leu Ser Ala Ala Leu Glu Asn Thr Gin Ser 
900 905 910 

GAA GAG GAA AAG AAA GAA CTA ATA GAT GTA ATT GAA GAA GTA AAA GAA 
Glu Glu Glu Lys Lys Glu Val He Asp Val He Glu Glu Val Lys Glu 
915 920 925 

GAG GTC GCT ACC ACT TTA ATA GAA ACT GTG GAA CAG GCA GAA GAA AAG 
Glu Val Ala Thr Thr Leu lie Glu Thr Val Glu Gin Ala Glu Glu Lys 
930 935 940 

AGC GCA AAT ACA ATT ACG GAA ATA TTT GAA AAT TTA GAA GAA AAT GCA 
Ser Ala Asn Thr He Thr Glu He Phe Glu Asn Leu Glu Glu Asn Ala 
9^5 950 955 960 
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GTA GAA ACT AAT GAA AAT GTT GCA GAG AAT TTA GAG AAA TTA AAC GAA 
Val Glu Ser Asn Glu Asn Val Ala Glu Asn Leu Glu Lys Leu Asn Glu 
965 . 970 975 

ACT GTA TTT AAT ACT GTA TTA GAT AAA GTA GAG GAA ACA GTA GAA ATT 
Thr Val Phe Asn Thr Val Leu Asp Lys Val Glu Glu Thr Val Glu He 
980 985 990 

AGC GGA GAA AGT TTA GAA AAC AAT GAA ATG GAT AAA GCA TTT TTT AGT 
Ser Gly Glu Ser Leu Glu Asn Asn Glu Met Asp Lys Ala Phe Phe Ser 
?95 1000 1005 

GAA ATA TTT GAT AAT GTA AAA GGA ATA CAA GAA AAT TTA TTA ACA GGT 
Glu He Phe Asp Asn Val Lys Gly He Gin Glu Asn Leu Leu Thr Gly 
1010 1015 1020 

ATG TTT CGA AGT ATA GAA ACC AGT ATA GTA ATC CAA TCA GAA GAA AAG 
Met Phe Arg Ser He Glu Thr Ser lie Val He Gin Ser Glu Glu Lys 
1025 1030 1035 1040 

GTT GAT TTG AAT GAA AAT GTG GTT AGT TCG ATT TTA GAT AAT ATA GAA 
Val Asp Leu Asn Glu Asn Val Val Ser Ser He Leu Asp Asn He Glu 
1045 1050 1055 

AAT ATG AAA GAA GGT TTA TTA AAT AAA TTA GAA AAT ATT TCA. AGT ACT 
Asn Met Lys Glu Gly Leu Leu Asn Lys Leu Glu Asn He Ser Ser Thr 
1060 1065 1070 

GAA GGT GTT CAA GAA ACT GTA ACT GAA CAT GTA GAA CAA AAT GTA TAT 
Glu Gly Val Gin Glu Thr Val Thr Glu His Val Glu Gin Asn Val Tyr 
1075 1080 1085 

GTG GAT GTT GAT GTT CCT GCT ATG AAA GAT CAA TTT TTA GGA ATA TTA 
Val Asp Val Asp Val Pro Ala Met Lys Asp Gin Phe Leu Gly He Leu 
1090 1095 HOO 

AAT GAG GCA GGA GGG TTG AAA GAA ATG TTT TTT AAT TTG GAA GAT GTA 
Asn Glu Ala Gly Gly Leu Lys Glu Met Phe Phe Asn Leu Glu Asp Val 
H° 5 1110 1115 ' 1120 

TTT AAA AGT GAA AGT GAT GTA ATT ACT GTA GAA GAA ATT AAG GAT GAA 
Phe Lys Ser Glu Ser Asp Val He Thr Val Glu Glu He Lys Asp Glu 
1125 1130 1135 

CCG GTT CAA AAA GAG GTA GAA AAA GAA ACT GTT AGT ATT ATT GAA GAA 
Pro Val Gin Lys Glu Val Glu Lys Glu Thr Val Ser He lie Glu Glu 
1140 1145 1150 

ATG GAA GAA AAT ATT GTA GAT GTA TTA GAG GAA GAA AAA GAA GAT TTA 
Met Glu Glu Asn He Val Asp Val Leu Glu Glu Glu Lys Glu Asp Leu 
H55 H60 1165 
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ACA GAC AAG ATG ATA GAT GCA GTA GAA GAA TCC ATA GAA ATA TCT TCA 3552 
Thr Asp Lys Met lie Asp Ala Val Glu Glu Ser He Glu He Ser Ser 
1170 1175 1180 

GAT TCT AAA GAA GAA ACT GAA TCT ATT AAA GAT AAA GAA AAA GAT GTT 3600 
Asp Ser Lys Glu Glu Thr Glu Ser He Lys Asp Lys Glu Lys Asp Val 
U 85 1190 1195 1200 

TCA CTA GTT GTT GAA GAA GTT CAA GAC AAT GAT ATG GAT GAA AGT GTT 3648 
Ser Leu Val Val Glu Glu Val Gin Asp Asn Asp Met Asp Glu Ser Val 
1205 1210 1215 

GAG AAA GTT TTA GAA TTG AAA AAT ATG GAA GAG GAG TTA ATG AAG GAT 3696 
Glu Lys Val Leu Glu Leu Lys Asn Met Glu Glu Glu Leu Met Lys Asp 
1220 1225 1230 



GCT GTT GAA ATA AAT GAC ATT ACT AGC AAA CTT ATT GAA GAA ACT CAA 3744 
Ala Val Glu He Asn Asp He Thr Ser Lys Leu He Glu Glu Thr Gin 
1235 1240 1245 

GAG TTA AAT GAA GTA GAA GCA GAT TTA ATA AAA GAT ATG GAA AAA TTA 3792 
Glu Leu Asn Glu Val Glu Ala Asp Leu He Lys Asp Met Glu Lys Leu 
1250 1255 1260 

AAA GAA TTA GAA AAA GCA TTA TCA GAA GAT TCT AAA GAA ATA. ATA GAT 3840 
Lys Glu Leu Glu Lys Ala Leu Ser Glu Asp Ser Lys Glu He He Asp 
I 265 1270 1275 1280 

GCA AAA GAT GAT ACA TTA GAA AAA GTT ATT GAA GAG GAA CAT GAT ATA 3888 
Ala Lys Asp Asp Thr Leu Glu Lys Val He Glu Glu Glu His Asp He 
1285 1290 1295 

ACG ACG ACG TTG GAT GAA GTT GTA GAA TTA AAA GAT GTC GAA GAA GAC 3936 
Thr Thr Thr Leu Asp Glu Val Val Glu Leu Lys Asp Val Glu Glu Asp 
1300 1305 1310 

AAG ATC GAA AAA GTA TCT GAT TTA AAA GAT CTT GAA GAA GAT ATA TTA 3984 
Lys He Glu Lys Val Ser Asp Leu Lys Asp Leu Glu Glu Asp He Leu 
1315 1320 1325 

AAA GAA GTA AAA GAA ATC AAA GAA CTT GAA AGT GAA ATT TTA CAA GAT 4032 
Lys Glu Val Lys Glu He Lys Glu Leu Glu Ser Glu He Leu Glu Asp 
1330 1335 1340 



TAT AAA GAA TTA 
Tyr Lys Glu Leu 
1345 

GAA ATA GAA AAA 
Glu He Glu Lys 



AAA ACT ATT GAA ACA 
Lys Thr He Glu Thr 
1350 

GAT CAT TTT GAA AAA 
Asp His Phe Glu Lys 
1365 



GAT ATT TTA GAA GAG 
Asp lie Leu Glu Glu 
1355 

TTC GAA GAA GAA GCT 
Phe Glu Glu Glu Ala 
1370 



AAA AAA 4080 
Lys Lys 
1360 

GAA GAA 4128 

Glu Glu 

1375 
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ATA AAA GAT CTT GAA GCA GAT ATA TTA AAA GAA GTA TCT TCA TTA GAA 4176 
He Lys Asp Leu Glu Ala Asp He Leu Lys Glu Val S r Ser Leu Glu 
1380 1385 1390 

GTT GAA GAA GAA AAA AAA TTA GAA GAA GTA CAC GAA TTA AAA GAA GAG 4224 
Val Glu Glu Glu Lys Lys Leu Glu Glu Val His Glu Leu Lys Glu Glu 
1395 1400 1405 

GTA GAA CAT ATA ATA AGT GGT GAT GCG CAT ATA AAA GGT TTG GAA GAA 4272 
Val Glu His He He Ser Gly Asp Ala His He Lys Gly Leu Glu Glu 
1410 1415 1420 

GAT GAT TTA GAA GAA GTA GAT GAT TTA AAA GGA AGT ATA TTA GAC ATG 4320 
Asp Asp Leu Glu Glu Val Asp Asp Leu Lys Gly Ser He Leu Asp Met 
1425 1430 1435 1440 

TTA AAG GGA GAT ATG GAA TTA GGG GAT ATG GAT AAG GAA AGT TTA GAA 4368 
Leu Lys Gly Asp Met Glu Leu Gly Asp Met Asp Lys Glu Ser Leu Glu 
1445 1450 1455 

GAT GTA ACA ACA AAA CTT GGA GAA AGA GTT GAA TCC TTA AAA GAT GTT 4416 
Asp Val Thr Thr Lys Leu Gly Glu Arg Val Glu Ser Leu Lys Asp Val 
1460 1465 1470 

TTA TCT AGT GCA TTA GGC ATG GAT GAA GAA CAA ATG AAA ACA .ACA AAA 4464 
Leu Ser Ser Ala Leu Gly Met Asp Glu Glu Gin Met Lys Thr Arg Lys 
1475 1480 1485 

AAA GCT CAA AGA CCT AAG TTG GAA GAA GTA TTA TTA AAA GAA GAG GTT 4512 
Lys Ala Gin Arg Pro Lys Leu Glu Glu Val Leu Leu Lys Glu Glu Val 
1490 1495 1500 

AAA GAA GAA CCA AAG AAA AAA ATA ACA AAA AAG AAA GTA AGG TTT GAT 4560 
Lys Glu Glu Pro Lys Lys Lys He Thr Lys Lys Lys Val Arg Phe Asp 
1505 1510 1515 1520 

ATT AAG GAT AAG GAA CCA AAA GAT GAA ATA GTA GAA GTT GAA ATG AAA 4608 
He Lys Asp Lys Glu Pro Lys Asp Glu He Val Glu Val Glu Met Lys 
1525 1530 1535 

GAT GAA GAT ATA GAA GAA GAT GTA GAA GAA GAT ATA GAA GAA GAT ATA 4656 
Asp Glu Asp He Glu Glu Asp Val Glu Glu Asp He Glu Glu Asp He 
1540 1545 1550 

GAA GAA GAT AAA GTT GAA GAT ATA GAT GAA GAT ATA GAT GAA GAT ATA 4 
Glu Glu Asp Lys Val Glu Asp He Asp Glu Asp He Asp Glu Asp He 
1555 1560 1565 

GGT GAA GAC AAA GAT GAA GTT ATA GAT TTA ATA GTC CAA AAA GAG AAA 4 
Gly Glu Asp Lys Asp Glu Val lie Asp Leu lie Vnl Gin Lys Glu Lys 
1570 1575 1580 
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CGC ATT GAA AAG GTT AAA GCG AAA AAG AAA AAA TTA GAA AAA AAA GTT 4800 
Arg lie Glu Lys Val Lys Ala Lys Lys Lys Lys Leu Glu Lys Lys Val 
1585 1590 1595 1600 

GAA GAA GGT GTT AGT GGT CTT AAA AAA CAC GTA GAC GAA GTA ATG AAA 4848 
Glu Glu Gly Val Ser Gly Leu Lys Lys His Val Asp Glu Val Met Lys 
1605 1610 1615 

TAT GTT CAA AAA ATT GAT AAA GAA GTT GAT AAA GAA GTA TCT AAA GCT 4896 
Tyr Val Gin Lys He Asp Lys Glu Val Asp Lys Glu Val Ser Lys Ala 
1620 1625 1630 

TTA GAA TCA AAA AAT GAT GTT ACT AAT GTT TTA AAA CAA AAT CAA GAT 4944 
Leu Glu Ser Lys Asn Asp Val Thr Asn Val Leu Lys Gin Asn Gin Asp 
1635 1640 1645 

TTT TTT AGT AAA GTT AAA AAC TTC GTA AAA AAA TAT AAA GTA TTT GCT 4992 
Phe Phe Ser Lys Val Lys Asn Phe Val Lys Lys Tyr Lys Val Phe Ala 
1650 1655 1660 

GCA CCA TTC ATA TCT GCC GTT GCA GCA TTT GCA TCA TAT GTA GTT GGG 5040 
Ala Pro Phe He Ser Ala Val Ala Ala Phe Ala Ser Tyr Val Val Gly 
1665 1670 1675 1680 

TTC TTT ACA TTT TCT TTA TTT TCA TCA TGT GTA ACA ATA GCT. TCT TCA 5088 
Phe Phe Thr Phe Ser Leu Phe Ser Ser Cys Val Thr He Ala Ser Ser 
1685 1690 1695 

ACT TAC TTA TTA TCA AAA GTT GAC AAA ACT ATA AAT AAA AAT AAG GAG 5136 
Thr Tyr Leu Leu Ser Lys Val Asp Lys Thr He Asn Lys Asn Lys Glu 
1700 1705 1710 

AGA CCG TTT TAT TCA TTT GTA TTT GAT ATC TTT AAG AAT TTA AAA CAT 5184 
Arg Pro Phe Tyr Ser Phe Val Phe Asp He Phe Lys Asn Leu Lys His 
1715 1720 1725 

TAT TTA CAA CAA ATG AAA GAA AAA TTT AGT AAA GAA AAA AAT AAT AAT 5232 
Tyr Leu Gin Gin Het Lys Glu Lys Phe Ser Lys Glu Lys Asn Asn Asn 
1730 1735 1740 

GTA ATA GAA GTA ACA AAC AAA GCT GAG AAA AAA GGT AAT GTA CAG GTA 5280 
Val He Glu Val Thr Asn Lys Ala Glu Lys Lys Gly Asn Val Gin Val 
1745 1750 1755 1760 

ACA AAT AAA ACC GAG AAA ACA ACT AAA GTT GAT AAA AAT AAT AAA GTA 5328 
Thr Asn Lys Thr Glu Lys Thr Thr Lys Val Asp Lys Asn Asn Lys Val 
1765 1770 1775 

CCG AAA AAA AGA AGA ACG CAA AAA TCA AAA TAA 5361 
Pro Lys Lys Arg Arg Thr Gin Lys Ser Lys * 
1780 1785 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) C ARACTERI S TIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1891 pa ires de bas s 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENTS. .1891 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

T ACA TTA ACT GAA AGT GTA GAT GAT AAT AAA AAT TTA GAA GAA GCC 46 
Thr Leu Thr Glu Ser Val Asp Asp Asn Lys Asn Leu Glu Glu Ala 
* 5 10 15 

GAA GAT ATA AAG GAA AAT ATC TTA TTA AGT AAT ATA GAA GAA CCA AAA 94 
Glu Asp He Lys Glu Asn He Leu Leu Ser Asn He Glu Glu Pro Lys 
20 25 . 30 

GAA AAT ATT ATT GAC AAT TTA TTA AAT AAT ATT GGA CAA AAT TCA GAA 142 
Glu Asn He He Asp Asn Leu Leu Asn Asn He Gly Gin Asn Ser Glu 
35 40 45 

AAA CAA GAA AGT GTA TCA GAA AAT GTA CAA GTC AGT GAT GAA CTT TTT 190 
Lys Gin Glu Ser Val Ser Glu Asn Val Gin Val Ser Asp Glu Leu Phe 
50 55 60 

AAT GAA TTA TTA AAT AGT GTA GAT GTT AAT GGA GAA GTA AAA GAA AAT 238 
Asn Glu Leu Leu Asn Ser Val Asp Val Asn Gly Glu Val Lys Glu Asn 
65 70 75 

ATT TTG GAG GAA AGT CAA GTT AAT GAC GAT ATT TTT AAT AGT TTA GTA 286 
He Leu Glu Glu Ser Gin Val Asn Asp Asp lie Phe Asn Ser Leu Val 
80 85 90 95 

AAA AGT GTT CAA CAA GAA CAA CAA CAC AAT GTT GAA GAA AAA GTT GAA 334 
Lys Ser Val Gin Gin Glu Gin Gin His Asn Val Glu Glu Lys Val Glu 
100 105 HO 

GAA AGT GTA GAA GAA AAT GAC GAA GAA AGT GTA GAA GAA AAT GTA GAA 382 
Glu Ser Val Glu Glu Asn Asp Glu Glu Ser Val Glu Glu Asn Val Glu 
115 120 125 

GAA AAT GTA GAA GAA AAT GAC GAC GGA AGT GTA GCC TCA ACT GTT GAA 430 
Glu Asn Val Glu Glu Asn Asp Asp Gly Ser Val Ala Ser Ser Val Glu 
130 135 IU0 
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GAA AGT ATA GCT TCA AGT GTT GAT GAA ACT ATA GAT TCA AGT ATT GAA 478 
Glu Ser He Ala Ser Ser Val Asp Glu Ser He Asp Ser Ser He Glu 
145 150 155 

GAA AAT GTA GCT CCA ACT GTT GAA GAA ATC GTA GCT CCA ACT GTT GAA 526 
Glu Asn Val Ala Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala Pro Thr Val Glu 
16 ° 165 170 175 

GAA ATT GTA GCT CCA AGT GTT GTA GAA AGT GTG GCT CCA AGT GTT GAA 574 
Glu He Val Ala Pro Ser Val Val Glu Ser Val Ala Pro Ser Val Glu 
180 185 190 

GAA AGT GTA GCT CCA AGT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA 622 
Glu Ser Val Ala Pro Ser Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu 
195 200 205 

GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA ATC GTA GCT CCA AGT GTT GAA 670 
Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu He Val Ala Pro Ser Val Glu 
210 215 220 

GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA 718 
Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu 
225 230 235 

GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT . GTT GAA 766 
Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu 
240 245 250 255 

GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA ATC GTA GCT CCA ACT GTT GAA 814 
Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu He Val Ala Pro Thr Val Glu 
260 265 270 

GAA AGT GTA GCT CCA ACT GTT GAA GAA ATT GTA GCT CCA ACT GTT GAA 862 
Glu Ser Val Ala Pro Thr Val Glu Glu He Val Ala Pro Thr Val Glu 
275 280 285 

GAA AGT GTA GCT CCA ACT GTT GAA GAA ATT GTA GTT CCA AGT GTT GAA 910 
Glu Ser Val Ala Pro Thr Val Glu Glu He Val Val Pro Ser Val Glu 
290 295 300 

GAA AGT GTA GCT CCA AGT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA 958 
Glu Ser Val Ala Pro Ser Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu 
305 310 315 

GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA 1006 
Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu 
320 325 330 335 

GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA GAA AGT GTA GCT GAA AAT GTT GAA 1054 
Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Glu 
340 345 350 
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GAA ATC GTA GCT CCA AGT GTT GAA GAA ATC GTA GCT CCA ACT GTT CAA 1102 
Glu He Val Ala Pr Ser Val Glu Glu He Val Ala Pro Thr Val Glu 
355 360 365 

GAA AGT GTT GCT GAA AAC GTT GCA ACA AAT TTA TCA GAC AAT CTT TTA 1150 
Glu Ser Val Ala Glu Asn Val Ala Thr Asn Leu Ser Asp Asn Leu Leu 
370 375 380 

AGT AAT TTA TTA GGT GGT ATC GAA ACT GAG GAA ATA AAG GAC AGT ATA 1198 
Ser Asn Leu Leu Gly Gly He Glu Thr Glu Glu He Lys Asp Ser He 
385 390 395 

TTA AAT GAG ATA GAA GAA GTA AAA GAA AAT GTA GTC ACC ACA ATA CTA 1246 
Leu Asn Glu He Glu Glu Val Lys Glu Asn Val Val Thr Thr He Leu 
400 405 410 415 

GAA AAA GTA GAA GAA ACT ACA GCT GAA AGT GTA ACT ACT TTT AGT AAT 1294 
Glu Lys Val Glu Glu Thr Thr Ala Glu Ser Val Thr Thr Phe Ser Asn 
420 425 430 

ATA TTA GAG GAG ATA CAA GAA AAT ACT ATT ACT AAT GAT ACT ATA GAG 1342 
He Leu Glu Glu He Gin Glu Asn Thr He Thr Asn Asp Thr He Glu 
435 440 445 

GAA AAA TTA GAA GAA CTC CAC GAA AAT GTA TTA AGT GCC GCT .TTA GAA 1390 
Glu Lys Leu Glu Glu Leu His Glu Asn Val Leu Ser Ala Ala Leu Glu 
450 455 460 

AAT ACC CAA AGT GAA GAG GAA AAG AAA GAA GTA ATA GAT GTA ATT GAA 1438 
Asn Thr Gin Ser Glu Glu Glu Lys Lys Glu Val He Asp Val He Glu 
465 470 475 

GAA GTA AAA GAA GAG GTC GCT ACC ACT TTA ATA GAA ACT GTG GAA CAG 1486 
Glu Val Lys Glu Glu Val Ala Thr Thr Leu He Glu Thr Val Glu Gin 
480 485 490 495 

GCA GAA GAA GAG AGC GAA AGT ACA ATT ACG GAA ATA TTT GAA AAT TTA 1534 
Ala Glu Glu Glu Ser Glu Ser Thr He Thr Glu He Phe Glu Asn Leu 
500 505 510 

GAA GAA AAT GCA GTA GAA AGT AAT GAA AAA GTT GCA GAG AAT TTA GAG 1582 
Glu Glu Asn Ala Val Glu Ser Asn Glu Lys Val Ala Glu Asn Leu Glu 
515 520 525 

AAA TTA AAC GAA ACT GTA TTT AAT ACT GTA TTA GAT AAA GTA GAG GAA 1630 
Lys Leu Asn Glu Thr Val Phe Asn Thr Val Leu Asp Lys Val Glu Glu 
530 535 540 

ACA GTA GAA ATT AGC GGA GAA AGT TTA GAA AAC AAT GAA ATG GAT AAA 1678 
Thr Val Glu lie Ser Gly Glu Ser Leu Glu Asn Asn Glu Met Asp Lys 
545 550 555 
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GCA TTT TTT AGT GAA ATA TTT GAT AAT GTA AAA GGA ATA CAA GAA AAT 1726 
Ala Phe Phe Ser Glu He Phe Asp Asn Val Lys Gly He Gin Glu Asn 
560 565 570 575 

TTA TTA ACA GGT ATG TTT CGA AGT ATA GAA ACC AGT ATA GTA ATC CAA 1774 
Leu Leu Thr Gly Met Phe Arg Ser He Glu Thr Ser II Val He Gin 
580 585 590 

TCA GAA GAA AAG GTT GAT TTG AAT GAA AAT GTG GTT AGT TCG ATT TTA 1822 
Ser Glu Glu Lys Val Asp Leu Asn Glu Asn Val Val Ser Ser He Leu 
595 600 605 

GAT AAT ATA GAA AAT ATG AAA GAA GGT TTA TTA AAT AAA TTA GAA AAT 1870 
Asp Asn He Glu Asn Met Lys Glu Gly Leu Leu Asn Lys Leu Glu Asn 
610 615 620 

ATT TCA AGT ACT GAA GGC GAA 1891 
He Ser Ser Thr Glu Gly Glu 
625 630 
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□ Avant immunisation 

□ Apres immunisation 
Chimpanze Gerda 
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